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No ambito do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia, foi solicitado
pela Coordenadora e Orientadores do Mestrado a realizacdo de um estagio nas
valéncias de Bioquimica, Imunologia e Hematologia.

Assim, elaborei este relatério que tem como objetivo sistematizar a informacéo
disponivel e demonstrar a boa compreensdo das atividades realizadas. Com isto
pretendo demonstrar 0s conhecimentos que me permitam completar com éxito o

Mestrado em Analises Clinicas.
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BREVE DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

A Clinica Médica e Laboratorial Nova Era iniciou a sua atividade nas atuais instalacdes
em maio de 1999. Destacou-se nas Laranjeiras por se tratar de um laboratorio
construido de raiz e, a0 mesmo tempo, com uma area dedicada as consultas médicas
de diferentes especialidades.

O atual Diretor Técnico do laboratério, o Dr. José Luis Viana (Especialista em Analises
Clinicas), encontra-se no Laboratério desde 1999.

Em maio de 2007 deu-se um novo passo na Clinica Médica e Laboratorial Nova Era
mediante a sua integragédo no S&o Jodo de Deus | Grupo de Saude.

O laboratério acima referido tem o quadro de pessoal representado no gréfico e

recebe diariamente uma média de 150 amostras.

Quadro de Pessoal - Nova Era

Iil

Directores Técnicos Auxiliares Administrativo
Técnicos 5

Figura 1- Quadro de Pessoal

A Clinica Nova Era, mais detalhadamente o Laboratério de Analises Clinicas, esta

organizada estruturalmente da seguinte forma:
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Conselho de
Administracéo

Clinica

NEVE ST Laboratério

Nova Era

i Diretor Geral: Dr. Paulo Freire
1 Diretores Técnicos: Dr. José Luis Viana
' Dr.2 Margarida Mendes

Seccdo de
Imunologia

Seccao de
Bioquimica

Seccao de
Hematologia

Seccdo de
Microbiologia

Figura 2 - Organograma

No decorrer do estagio, realizaram-se as atividades indicadas no cronograma:

CRONOGRAMA DG ESTAGIO
IC |Mome da Tarsfs 3»:&{_}5o| infcio  [Cencusiol3® Trimestre [4° Trimestre [ 12 Trimestre
Jul [ Age | Set | ©Out | MWev | Dez | Jan | Fev | Mar
1 |Cotheitas de Sangus 138 02-08-10 | 21-02-11 Diana[37%]
dias :
Z |Bioguimica 55 dia=| 02-08-10 | 18-10-10 —— Diana[E3%]
3 |Imunologia 4Z dias| 19-10-10 | 20-12-10
4 |Hematclogis 142 gias| Z112-10 | 2Z20Z2-11 Diana[63%]|
Tarefs R —— Progresso Agregado S ——
Progresso ] Diavidir R RRLRRRRR LR RLRRRREE]
Projecto: Relatorio de E stagio Marce & Tarzfas Extemas ——
Data: 28-12-11 e :
Sumarioc F—_— Resumo de Projecte  [———————=um)
Tarsfs Agragads Agrupar por Sumdnn —
Marco Agregade e Prazo I
Diana Delgado Fagina 1

Figura 3 - Cronograma de Estagio
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DESCRICAO GERAL DO ESTAGIO - RESUMO

No ambito deste mestrado, realizei este estagio que se dividiu em quatro partes:

- Colheitas — Fase pré analitica;

- Andlises Bioquimicas a amostras de sangue e urina;

- Andlises Imunoldgicas a amostras de sangue;

- Andlises Hematoldgicas a amostras de sangue;

No dia 2 de agosto de 2010, iniciou-se o estagio, as 8:00, na Sala de Colheitas deste
laborat6rio, onde tudo correu dentro da normalidade, sendo que a metodologia
aplicada foi a puncdo venosa com agulha e seringa.

Houve uma permanéncia na Sala de colheitas das 8:00 as 11:00h, todos os dias,
durante todo o tempo em que decorreu o estdgio (de 2 de agosto a 22 de fevereiro).
ApoOs a realizacdo das colheitas de sangue, durante cerca de trés meses, das 11:00 as
17:00, efetuaram-se andlises bioquimicas a amostras de sangue e urina. Estas
andlises realizaram-se através do uso de dois equipamentos, o Aution Max AX4280
(realiza a andlise quimica das urinas frescas através de reacdes quimicas que
ocorrem nas areas da tira de teste e provocam alteracdes da cor, as quais sao depois
lidas por reflectancia no aparelho) e o Olympus AU400 (no qual a metodologia usada
na medida da maioria dos analitos é a espectrofotometria).

No quarto e quinto més, durante cerca de 5 horas diarias, realizaram-se andlises
imunologicas, através do uso de trés equipamentos, o Advia Centaur (usa como
metodologia 0s ensaios imunoenziméticos e a tecnologia quimiluminométrica), o
VIDAS (utiliza uma associacdo de métodos imunoenzimaticos com uma detecéo final
em fluorescéncia) e o MiniCap (eletroforese capilar para realizacdo de
proteinogramas).

No sexto e sétimo més, durante cerca de 5 horas diarias, realizaram-se andlises
hematoldgicas em amostras de sangue, através do uso de cinco aparelhos, 0 Sysmex
XT1800i (utiliza a tecnologia de citometria de fluxo para a realizacdo de hemogramas),
0 Sysmex Ca500 (utilizado para a realizacdo de andlises a coagulagcdo sanguinea, que
utiliza uma metodologia de detecédo de luz difusa e um método colorimétrico), o0 Adams
A1C HA8160 (utilizado para o doseamento da hemoglobina glicada, através de
cromatografia liquida de alta presséo), o VesMatic 30/30 Plus (método mecénico e

leitura por infravermelhos, para determinacéo da velocidade de sedimentacéo) e o Hb
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Gold (realizacdo de eletroforeses de hemoglobinas por cromatografia de troca
cationica).

A realizacdo deste estagio permitiu aplicar de forma sistematizada os conhecimentos
adquiridos ao longo do mestrado, produzindo os dados necessarios para fornecer os

resultados das analises aos utentes e ajudando os clinicos a estabelecer diagnosticos.

GENERAL DESCRIPTION OF SUPERVISED PRACTICAL TRAININ G -
ABSTRACT

Under this master, | went through a supervised practical training which was divided into
four parts:

- Sample collection — Preanalytical phase;

- Biochemical analysis of blood samples and urine;

- Immunologic analysis of blood samples;

- Hematological analysis of blood samples.

On August 2, 2010, the practical training began at 8:00 in the laboratory, where
everything went within normal limits. The methodology applied was venipuncture using
needle and syringe.

There was a permanence in the laboratory from 8:00 to 11:00 every day, throughout
the entire duration of the training (from 2 August to February 25).

After blood and urine sample collection, and for about three months, from 11:00 to
17:00, biochemical analyses were carried out on samples of blood and urine. These
tests were performed by using two devices, the AX4280 Aution Max (performs
chemical analysis of fresh urine by chemical reactions that occur in the areas of test
strip and cause discoloration, which are then read by reflectance device) and the
Olympus AU400 (in which the methodology used in the measurement of most analytes
is spectrophotometry).

In the fourth and fifth months, for about 5 hours a day, there were immunological
analysis, through the use of three devices, the Advia Centaur (used as the
methodology and quimioluminometric technology enzyme immunoassays), VIDAS
(uses a combination of immunoenzymatic methods with a final detection in
fluorescence) and MiniCap (capillary electrophoresis to perform Proteinograms).

In the sixth and seventh month, for about 5 hours a day, hematological tests were
performed on samples of blood, through the use of five sets, the Sysmex XT1800i

(uses the technology of flow cytometry to perform blood counts), the Sysmex Ca500
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(used for the analysis of blood clotting, which uses a methodology for detection of
scattered light and a colorimetric method), the A1C Adams HA8160 (used for the
determination of glycated hemoglobin by high pressure liquid chromatography), the
VesMatic 30/30 Plus (mechanical method and infrared reading, to determine the
sedimentation rate) and Hb Gold (performing hemoglobin electrophoresis by cation
exchange chromatography).

The conclusion of this training led to the implementation in a systematic way of the
knowledge acquired during the master, producing the data needed to provide the

analysis results to users and helping to establish clinical diagnoses.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 13
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AMOSTRAS BIOLOGICAS ESTUDADAS

SANGUE

O sangue é um tecido conjuntivo, liquido, constituido por bilies de células suspensas
num liquido aquoso. Abastece de oxigénio e nutrientes todas as partes do organismo e
remove o0s produtos residuais para excrec¢do. Fornece também calor ao corpo e
ajuda-o a defender-se dos ataques de organismos invasores. Passa por todas as
células vivas, distribuindo os nutrientes essenciais e recebendo os produtos de
excrecado para serem eliminados.

O volume total de sangue no adulto é de 5/ 6 litros, ou 7 a 8% do seu peso corporal.
Aproximadamente, 45% do sangue é composto pelos elementos celulares: os glébulos
vermelhos (ou eritrécitos ou hemécias), os globulos brancos (ou leucdcitos) e as
plaguetas (ou trombocitos). Os glébulos vermelhos contém a hemoglobina, que
transporta o oxigénio; os glébulos brancos “defendem” o organismo de substancias
estranhas (e.g., agentes infeciosos) e as plaquetas possuem como principal funcéo o
controlo de hemorragias’.

Os restantes 55% do sangue constituem a porcao fluida do mesmo, em que 90% é
agua e 10% é composto por proteinas (albumina, globulina e fibrinogénio), glicidos,
vitaminas, hormonas, enzimas, lipidos e sais minerais. Quando se utiliza um
anticoagulante, a fracdo liquida do sangue € chamada plasma e contém fibrinogénio.
Se nao for usado qualquer tipo de anticoagulante, € chamada soro e ndo contém
fibrinogénio, uma vez que este foi consumido aquando da formac&o do codgulo. De
uma forma generalista, diz-se que o0 sangue € composto pelos elementos figurados
(células) e por plasma.

Como o sangue circula por todo o corpo, o oxigénio € transportado dos pulmdes para
os tecidos, os produtos da digestdo sdo absorvidos no intestino e transportados aos
diversos tecidos. As células sanguineas também podem ser transportadas para
debelar infe¢cbes ou participar na coagulacdo. Ao mesmo tempo os produtos
metabolicos dos tecidos sdo lancados na corrente sanguinea para que possam ser

reutilizados ou excretados, pela pele, rins e pulmdes.
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URINA

A urina é um liquido orgénico de cor amarelada produzido pelos rins que transporta
produtos residuais dissolvidos. Cerca de 95% da urina € constituida por agua. O resto
é formado principalmente por sais minerais dissolvidos e uma substancia denominada
de ureia que contém azoto. A ureia € produzida pelos rins e a sua quantidade é
regulado por hormonas. Se 0 sangue estiver excessivamente concentrado, a glandula
pituitdria aumenta a producdo da hormona antidiurética (ADH), o que diminui a
gquantidade de urina e conserva a agua. Se 0 sangue estiver demasiado diluido os
niveis de ADH descem e aumenta a producdo de urina. A urina encontra-se isenta de
bactérias’.

A urina Tipo Il ou urina fresca € geralmente requisitada para exames de rotina, sendo
preferencialmente feita a analise com a primeira urina da manha, uma vez que tem
como vantagem ser mais concentrada, permitindo assim a detecdo de substancias e
elementos figurados que poderdo ndo estar presentes em amostras aleatérias (por
estarem diluidas).

O objetivo da urina de 24 horas € permitir detetar alteragcbes de parametros
bioquimicos especificos, que de outra forma néo seriam reveladas. A necessidade de
utilizacdo da urina de 24 horas deve-se ao facto de o organismo ndo excretar todas as
substdncias a mesma velocidade. A sua excre¢do estd sujeita a inumeras
interferéncias, nomeadamente, a dieta alimentar, a atividade fisica e o stress, existindo
“picos” de maior libertacdo das substancias. Deste modo, efetua-se a colheita de todo
0 volume de urina eliminado por um periodo de 24 horas, de forma a abranger a

eliminacéo de todos os elementos em estudo.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 15



> z )
t;""fﬂf FACULDADE DE FARMACIA
== LABORATORIO NOVA ERA

CIRCUITO ANALITICO

AMOSTRAS DE URINA

As amostras de urina sao transportadas ao laboratério de forma e a temperatura
adequadas’, pois a permanéncia & temperatura ambiente pode levar a alteracdes, tais
como: o aumento do pH devido a degradacdo da ureia pelas bactérias, levando a
producdo de amonia; a diminuigdo da glucose (se presente) pela acdo das bactérias; a
diminuicao dos corpos ceténicos devido a volatilizagéo; a diminui¢céo da bilirrubina pela
acao da luz (é fotossensivel); o aumento da turvagdo por proliferacdo bacteriana e
possivel precipitagdo de cristais amorfos e a desintegracdo dos elementos figurados
(eritrocitos, leucocitos e células).

As amostras devem ser corretamente identificadas, sendo possivel nessa
identificacdo a distingdo entre as urinas frescas e as urinas de 24 horas, de forma a
evitar eventuais erros, e devem estar acompanhadas da respetiva requisicao
preenchida pelo médico requisitante e onde se podem ver as analises pedidas.
Aquando da rececdo da urina, o técnico deve verificar se esta corretamente
identificada, caso contrario a amostra € rejeitada e a identificacdo deve ser feita

sempre no frasco e nunca na tampa®.

AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue sdo transportadas ao laboratério de forma e temperatura
adequadas. Devem ser colhidas para tubos que contenham os anticoagulantes
especificos ou para tubos sem anticoagulante, sendo posteriormente realizada a

preparacéo da amostra de acordo com as analises requisitadas™.

FASES DO CIRCUITO

Para se compreender o funcionamento de um laboratério de Analises Clinicas, é
necessario o conhecimento de todo o circuito analitico.

O circuito analitico é todo o percurso, de amostras bioldgicas que tem como finalidade
0 estudo dos seus constituintes. Divide-se em trés fases distintas, sendo que a
primeira fase, € a Fase Pré Analitica , seguida da Fase Analitica e por fim a Fase

Pdés Analitica .

! A urina apés a colheita deve ser enviada ao laboratério num periodo maximo de duas horas. Se néo for possivel ha
gue conserva-la no frio.
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A Fase Pré Analitica inicia-se através do contacto entre o clinico e o doente, do qual
resulta por parte do médico o pedido de andlises como meio auxiliar de diagndstico.
Ap6s o pedido que é realizado recorrendo ao preenchimento de requisicoes,
dependendo do fluido corporal e da analise pedida, o técnico de analises clinicas ou o
préprio paciente faz a colheita do fluido humano pretendido, sendo os mais frequentes
0 sangue e a urina.

As colheitas de Sangue, no laboratério Nova Era, sdo realizadas pelo técnico de
andlises clinicas e efetuam-se na sala de colheitas do mesmo e nos postos de
colheitas. Seguidamente, € realizado o transporte das amostras ao laboratorio.

ApOGs a chegada das amostras ao laboratorio, procede-se a introducdo de dados no

sistema informatico e preparam-se as amostras®?.

Na Fase Analitica realiza-se a andlise propriamente dita das amostras em estudo e a
medida que os resultados saem, sdo enviados para o sistema informatico utilizado

pelo laboratério (sistema e-DeialLab Slice).

Na Fase Pds Analitica realizam-se os calculos necessarios para que o técnico possa
dar resultados provisorios e efetuar a validacdo técnica. Seguidamente realiza-se a
validacdo médica e por Ultimo enviam-se os resultados definitivos ao utente ou ao
médico requisitante, de forma a este estabelecer um diagnostico definitivo e realizar

uma proposta terapéutica.

O Fluxo Intra Laboratorial consiste, na fase pré-analitica, na rececdo de produtos e

requisicdes, na introducdo de dados pessoais e demograficos e no pedido e
preparacdo da amostra. Na fase analitica, faz-se a execucdo da analise. Na fase pds-
analitica, realizam-se calculos para emissao de resultados provisérios, efetua-se a
validacdo técnica, a validacdo médica e o envio posterior de resultados definitivos.

Entende-se por validacdo, a confirmagdo, através de exames e apresentacfes de
provas objetivas, de que os requisitos especificos, relativos a uma dada utilizacdo, sdo
cumpridos. A validacao técnica consiste em validar a execucgdo técnica, 0s reagentes,
0s equipamentos e as amostras. A validacdo médica consiste em avaliar a coeréncia
dos resultados entre si, a coeréncia dos resultados ao longo do tempo e a coeréncia

dos resultados com a informacéo clinica.
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COLHEITAS

E de extrema importancia, seja qual for a analise pedida, que a requisicio possua uma
identificacdo correta e inequivoca do doente, informacgéo clinica relevante e que os
exames requisitados estejam descritos de forma clara.

A colheita deve ser realizada por pessoal habilitado e treinado a pessoas saudaveis ou
doentes, sejam homens, mulheres ou criancas. A quantidade de amostra a colher e o
recipiente para a colocar dependem dos estudos que se vao efetuar e dos meios
técnicos que se vao usar. O material utilizado deve ser adequado ao pedido e as

caracteristicas do doente/utente.

COLHEITAS DE SANGUE

Para a colheita de amostras de sangue, ao contrario do que pode acontecer com
outras amostras organicas (como a urina), é imprescindivel a intervencao do técnico, o
gue implica um contacto com o utente. Sendo importante que o técnico |lhe transmita
confianca e tranquilidade. Quando o utente € uma crianca, estes cuidados devem ser
reforcados, uma vez que é muito importante conquistar a sua confianca, antes da
realizacdo da colheita, para isso € fundamental, explicar-lhe o que se vai suceder.

As amostras de sangue sdo, nhormalmente, colhidas de veias. Nalgumas
circunstancias pode recorrer-se a colheitas capilares (pés e dedos das maos), mais
usadas em recém-nascidos. Quando o utente ndo possui acessos venosos, pode

recorrer-se a puncao arterial.

COLHEITAS DE URINA

Na primeira urina da manhd, o utente deve urinar quando se levanta para um
recipiente limpo cerca de 100 a 200ml. A urina deve ser enviada ao laborat6rio no
maximo duas horas apos a colheita.

Uma amostra colhida aleatoriamente pode substituir a primeira urina da manh&, no
entanto pode levar a alteracdo de alguns resultados devido a atividade fisica e a
ingestdo de alimentos. Pode estar diluida e dar falsos resultados negativos de
proteindria.

Uma analise a uma urina fresca permite avaliar a capacidade de concentragcdo do rim
e, no caso de pesquisa de proteindria ortostatica ou teste de gravidez, é fundamental

gque seja a primeira urina da manha.
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A colheita de urina é da responsabilidade do utente, embora o técnico possa ter de o
instruir sobre o procedimento. No entanto, em caso de doentes algaliados, a
responsabilidade é do enfermeiro.

Relativamente & urina de 24 horas cabe ao técnico de andlises clinicas instruir o
utente como deve proceder para efetuar a colheita desta urina.

Ha doseamentos (p ex. as catecolaminas e o acido vanil-mandélico) que necessitam
de um conservante. E o laboratério que o fornece e devera ser colocado no recipiente

de recolha apds a primeira micg&o™,

CONSERVACAO

Na conservacdo da amostra € necessario respeitar as normas de higiene e seguranca,
0 tempo e a temperatura adequados ao produto e ao tipo de exame. Deve-se guardar
0 material potencialmente de risco em areas especiais e caso a amostra seja deixada
a temperatura ambiente, esta exposicdo nao deve ser excessiva. O frigorifico deve

estar sempre limpo e organizado.

TRANSPORTE
O transporte deve ser adequado as caracteristicas da amostra, a andlise e a distancia
a percorrer. As amostras devem estar bem rolhadas e acondicionadas e a temperatura

de transporte deve ser o mais préximo possivel da temperatura de conservagao.
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BIOQUIMICA
EQUIPAMENTOS ANALITICOS - METODOS E TECNICAS UTILIZ ADOS

AUTION MAX AX-4280

Este equipamento € usado para
a realizacdo de uma analise
semiguantitativa e em alguns
parametros guantitativa a
densidade, a turbidimetria ao
pH, aos leucdcitos, aos nitritos,
as proteinas, a glucose, aos
corpos cetonicos, ao
urobilinogénio, a bilirrubina e ao

sangue em amostras de urina

fresca. Figura 4 - AUTION MAX AX -4280

E um sistema completamente

automatico, com leitura de cédigo de barras, em que as amostras de urina sdo
pipetadas por uma agulha e posteriormente dispensadas gotas de urina, de modo
automatico, em tiras-teste (URIFLET S). E necessario para a determinacdo um volume
de 2.0 mL. As tiras-teste sdo lidas automaticamente pelo aparelho, ndo sendo
necesséria a leitura visual, diminuindo assim erros de leitura por parte do técnico. Este
aparelho tem a capacidade de analisar 225 amostras/hora e o tempo de reagédo das
tiras-teste é de aproximadamente 60 segundos™.

Tal como referido anteriormente para a realizagdo desta analise usam-se tiras reativas
gue contém zonas absorventes, impregnadas com reagentes especificos para cada
analito.

Aquando da colocacdo da amostra de urina fresca nas areas das tiras, ocorre uma
reacao quimica, que produz uma mudanca de cor, a qual é detetada pelo método de
refracéo dupla por duas lentes.

Na unidade oOtica, séo irradiados sobre as zonas de reacdo da tira-teste, dois
comprimentos de onda diferentes (exceto na determinacdo do sangue que é feita s6
por um comprimento de onda). A luz refletida é recebida por trés detetores e a

combinacédo dos diferentes comprimentos de onda é diferente para cada parametro.
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Os resultados sdo automaticamente calculados e posteriormente impressos no

relatério em termos de “normal”, "neg." “pos." ou valores de concentracdo. Tal como
os resultados obtidos por comparacao visual de cor, cada valor impresso corresponde
a um intervalo de concentracdes definido.

O principio de cada um dos parametros semiquantificados por este equipamento é:

& pH
A zona de teste contém os indicadores vermelho de metilo, fenolftaleina e azul de
bromotimol, que reagem especificamente com os ides H*. Os valores de pH mais

frequentes da urina recente de individuos saudaveis variam entre 5 e 6°.

« Leucdcitos

O teste revela a presenca de esterases granulocitarias. Estas esterases decompdem
um éster indoxilico em indoxil, que reage com um sal de diazénio, produzindo um
corante violeta. A presenca de bactérias, tricomonas ou eritrécitos na urina ndo afeta a

reacao”.

« Nitritos

O teste é baseado no principio da prova de Griess e é especifico para nitritos. A
reacdo revela a presenca de nitritos e, indiretamente, de bactérias produtoras de
nitritos na urina, através de uma coloracdo rosa-vermelha da zona de teste. Uma

ligeira colorac&o rosa ja indica bacteridria significativa®.

« Proteinas
O teste baseia-se no principio do erro proteico de um indicador de pH. A reacédo é
particularmente sensivel a albumina. A quinina, quinidina, cloroquina, tolbutamida e

um pH elevado (até pH 9) ndo afetam o teste®.

« Glucose
A determinacdo da glucose €é baseada na reacdo especifica da glucose-
oxidase/peroxidase (método GOD/POD). O teste € independente do pH e da

gravidade especifica da urina e ndo é afetado pela presenca de corpos cetonicos”.

« Corpos CetoOnicos
O teste baseia-se no principio da prova de Legal. A sensibilidade para o 4cido aceto-

acético é superior & da acetona’.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 21



FACULDADE DE FARMACIA
LABORATORIO NOVA ERA

« Pigmentos Biliares — Urobilinogénio
Um sal de diazdnio estavel reage quase instantaneamente com o urobilinogénio,
originando um corante azoico vermelho. O teste é especifico para urobilinogénio e néo

esta sujeito aos conhecidos fatores de interferéncia da prova de Ehrlich®.

« Bilirrubina
O teste baseia-se na ligacdo da bilirrubina a um sal de diazénio. Uma coloracéo
ligeiramente cor-de-rosa ja constitui um resultado positivo, ou seja, patologico. Outros

constituintes da urina produzem uma coloracéo amarela de intensidade variavel®.

« Hemoglobina
A acdo, semelhante a peroxidase da hemoglobina e da mioglobina, catalisa
especialmente a oxidacdo do indicador através do peréxido de hidrogénio orgéanico

contido na zona de teste, originando uma coloracéo azul-esverdeada®.

« Densidade

Obtém-se medindo os angulos de refracéo da luz que passa por um prisma triangular
gque contém a amostra de urina. Da-se o nome de “refractive index method”.

Obtém-se pela seguinte formula: SGx = (SGH — SGL).(Kx — KL) / (KH — KL) + SGL
(férmula 1)

Em que:

SGH: densidade especifica da solugéo baixa

SGL: densidade especifica da solucao alta

SGx: densidade especifica da amostra

KH: coeficiente de posicéo da solugéo alta

KL: coeficiente de posicao da solucéo baixa

Kx: coeficiente de posicdo da amostra

O indice de reflexdo da luz muda de acordo com a temperatura da amostra, entdo o
valor da densidade especifica é corrigida pela seguinte formula: SGt = SGx + (TSAM —
TSTD) Ct(férmula 2)

Em que:

SGt: densidade especifica ap6s a compensacao da temperatura

SGx: densidade especifica obtida pela formula 1

TSAM: temperatura da amostra

TSTD: temperatura da solucéo low
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Ct: coeficiente de temperatura (SG 0.001/3°C)

Se amostra de urina contiver uma elevada quantidade de glicose ou proteinas, isto vai
interferir com a medi¢do da densidade, entéo esta é depois corrigida usando o valor da
concentracao de glicose e de proteinas obtido pela medi¢éo das tiras-teste. Usa entéo
a seguinte formula: SG = SGt — CGLU — CPRO

Em que:

SG: valor da densidade especifica ap6s a compensacao da glucose e das proteinas
SGt: densidade especifica obtida pela formula 2

CGLU: valor corregéo da glicose

CPRO: valor correcéo das proteinas®.

« Turbidimetria

E medida usando luz difusa. Obtém-se pela seguinte formula: T = (SS/ TS — SW /TW)
/K

Em que:

T: nivel turvo

SS: luz dispersa sobre a quantidade da amostra

TS: luz transmitida sobre o nivel da solucdo de lavagem

SW: luz dispersa sobre o nivel da solucdo de lavagem

TW: luz transmitida sobre o nivel de solugéo de lavagem

K: fator de coeficiente®.

< Tom de cor da urina

S&o analisados simultaneamente 23 tons, medidos por diferentes comprimentos de
onda (635nm; 565nm; 430nm; 760nm). Com estes comprimentos de onda obtém-se o
tom e a matiz da urina.

A matiz da urina obtém-se pela seguinte lista: Y: reflectancia a 430 nm M: reflectancia
a 565 nm C: reflecténcia a 635 nm r: reflectancia a 760 nm O tom da urina € calculado

através da seguinte férmula:

\{(1+a—92 + (1+m—§)2 + (1+a.—§)z

a: coeficiente de correcao.

O resultado é depois definido em trés niveis: LIGHT, Normal ou DARK. (Claro, normal

e escuro)°.
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ANALISE DO SEDIMENTO URINARIO — MICROSCOPIO OTICO

Para além da andlise a urina realizada pelo Aution Max AX 4280, realizou-se também
a andlise do sedimento das urinas frescas, isto é, o registo da presenca de globulos
vermelhos, glébulos brancos, cristais, bactérias, células epiteliais, cilindros, entre
outros. Andlise essa que foi efetuada através da visualizagdo em microscépio ético do
sedimento urinério.

No sedimento urinério podem existir:

« Celulas

Podem ser visualizadas células de descamacdo ou de esfoliacdo espontanea,
epiteliais do rim ou do trato urinario baixo e ainda células do sangue circulante
(leucécitos e eritrécitos).

As células de descamacao sdo mais abundantes na mulher, por contaminacao vaginal,
mas também se encontram no homem, devido a contaminacdo uretral. Estas células
apresentam um citoplasma abundante e ndcleo pequeno.

As células epiteliais sdo células mais pequenas de nicleo maior, que em pequeno

ndmero refletem a renovac&o celular normal®.

« Cilindros

Os cilindros sdo formacdes gelatinosas a partir de proteinas que se formam nos
tubulos dos nefronios. S8o compostos por mucoproteinas presentes na urina na forma
soluvel, que em situacBes de estase urinaria precipitam, tomando a forma do local
onde se formam, porcao distal do nefrénio e nos tubulos coletores.

Os fatores que contribuem para a sua formacdo sdo: a concentracdo elevada de
proteinas, a presenca de sais e o pH baixo.

Os cilindros podem classificar-se de acordo com a aparéncia da matriz (hialina,
granulosa e cerosa), pelas inclusdes (eritrécitos, leucocitos e células epiteliais renais)
e pelos materiais embebidos na matriz (finamente divididos, grosseiramente e

fibrinosos) 2.

« Cristais

Os cristais sdo geralmente formados devido a ingestao insuficiente de agua, uma dieta
rica em proteinas ou alteracBes no pH da urina.

A presenca de cristais na urina, principalmente de oxalato de célcio, fosfatos/uratos

amorfos entre outros nao tem relevancia clinica.
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Os unicos cristais com relevancia clinica séo:

- Cristais de cistina

- Cristais de fosfato magnesiano

- Cristais de tirosina

- Cristais de bilirrubina

- Cristais de colesterol

A presenca de cristais de &cido Urico, se em grande quantidade, também deve ser
valorizada.

As urinas &cidas tém uma maior propensdo para 0 aparecimento de cristais de uratos
(Ca®" Mg* e K¥), de écido urico, de oxalato de célcio, de cistina, de tirosina e de
leucina (sempre patologicos).

Nas urinas alcalinas sdo mais frequentes os cristais de fosfatos (fosfato triplo de

magnésio, aménia e CaCO3)*.

« Sedimento Anormal

Um sedimento é considerado anormal quando apresenta:
- + de 5 eritrécitos ou leucacitos;

- + de 3 cilindros hialinos;

- 1 cilindro granuloso;

- + de 10 bactérias por campo;

- presenca de fungos;

- presenca de parasitas;

- cristais patolégicos;

- grandes quantidades de cristais normais;

- grandes quantidades de muco?.
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OLYMPUS AU400

O OLYMPUS AU400 é um
aparelho automatico com leitura
de coédigo de barras que faz
determinagbes em amostras de
soro e urina. O soro utilizado
obtém-se fazendo a colheita de
sangue para tubos sem
anticoagulante e posteriormente
centrifugados. Os analisadores

Olympus calculam

automaticamente as

Figura 5 - OLYMPUS AU400

concentracbes de todos o0s
parametros que realiza, sendo que o principio da analise depende do analito que se
vai medir. Na maioria das analises da-se uma reacao, que provoca uma alteracdo de

cor, a qual é lida fotometricamente por leitura das suas absorvancias™.
TESTES REALIZADOS

« Glucose

Os hidratos de carbono fornecem glucose ao organismo. Esta € o monossacarido mais
importante existente no sangue: a concentracdo pos-prandial € de 5 mmol de glucose
por litro. O substrato de glucose é um fornecedor energético indispensavel, que
suporta a funcdo celular. A degradacdo da glucose ocorre durante a glicélise. As
determinac@es de glucose sao utilizadas no diagndstico e monitorizacao das doencas
do metabolismo dos hidratos de carbono, incluindo diabetes mellitus, hipoglicemia
neonatal, hipoglicemia idiopatica e carcinoma das células dos ilhéus do pancreas.
Principio da reacdo: Ensaio colorimétrico enzimatico

A glucose é fosforilada pela hexoquinase, na presenca de ATP e ides magnésio para
produzir glucose-6-fosfato e ADP. A glucose-6-fosfato desidrogenase oxida a
glucose-6-fosfato para gluconato-6-fosfato, com a reducao de NAD* para NADH.

O aumento da absorvancia a 340nm é proporcional & concentragdo de glucose na

amostra®.
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« Ureia

A determinacdo de ureia constitui o teste mais amplamente utilizado para avaliacado da
funcéo renal. Este teste é frequentemente usado em conjugacao com a determinagao
de creatinina para o0 diagnostico diferencial de hiperuremia pré-renal
(descompensacdo cardiaca, desidratagdo, aumento do catabolismo das proteinas),
hiperuremia renal (glomurulonefrite, nefrite cronica, rins poliquisticos, nefroesclerose,
necrose tubular) e hiperuremia pés—renal (obstrugdo das vias urinarias).

A ureia é o produto de degradacéo final do metabolismo das proteinas e amino&cidos.
No catabolismo das proteinas, estas sdo fragmentadas em aminoéacidos e
desaminadas. A amonia formada neste processo € sintetizada em ureia no figado.
Esta é a via catabdlica mais importante de eliminacdo do azoto em excesso no
organismo humano.

Principio do teste: Teste cinético Ultravioleta

A ureia é hidrolisada na presenca de 4gua e urease para produzir amonia e didxido de
carbono. O amoniaco produzido na primeira reacdo vai juntar-se com 2-oxoglutarato e
NADH, na presenca de glutamato-desidrogenase para produzir glutamato e NAD*. A

reducéo da absorvancia de NADH é proporcional & concentracéo de ureia®.

« Creatinina

No metabolismo muscular, a creatinina é sintetizada endogenamente a partir de
creatina e de fosfato de creatina. Em condi¢gbes de funcionamento renal normais, a
creatinina é excretada por filtracdo glomerular. As determinacdes de creatinina sédo
executadas para fazer o diagndstico e a monitorizacdo das doencas renais agudas e
cronicas, bem como para monitorizacdo da hemodidlise. As concentracfes de
creatinina na urina podem ser utilizadas como valores de referéncia para a excrecao
de alguns analitos (albumina, a-amilase).

Principio da reacdo: Ensaio colorimétrico cinético.

A creatinina forma um composto amarelo alaranjado quando se junta &cido picrico
num meio alcalino. A alteragdo na absorvancia a 520/820nm € proporcional a

concentracdo de creatinina na amostra®.

« Acido Urico
O &cido urico é o produto final do metabolismo das purinas no organismo humano. As
determinagfes de acido Urico sdo usadas no diagndstico e tratamento de diversas

perturbacBes renais e metabdlicas (incluindo insuficiéncia renal, gota, leucemia,
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psoriase, subnutricdo ou outras doencas que provocam fraqueza geral) e no
tratamento de doentes a receber farmacos citotoxicos.

Principio da reacdo: Ensaio colorimétrico enzimético

o0 &cido urico é convertido, pela enzima uricase, em alantoina e peréxido de
hidrogénio. O H202 formado reage com N,N-bis(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanina, sal
dissodico e 4-aminofenazona na presenca de peroxidase para produzir um cromoforo
que é lido bicromaticamente a 660/800 nm. A quantidade de corante formado é

proporcional & quantidade de &cido Urico na amostra®.

+« Colesterol

O colesterol é um esteroide com um grupo hidroxilo secundario na posicdo Cs. E
sintetizado em muitos tipos de tecido, mas sobretudo no figado e parede intestinal.
Cerca de % do colesterol é formado por sintese e ¥ tem origem na dieta alimentar. As
determinacgfes do colesterol séo utilizadas para a despistagem do risco aterogénico e
no diagndstico e tratamento de doencas que envolvem niveis elevados de colesterol,
bem como de perturbacdes de metabolismo lipidico e lipoproteico.

Principio da reacdo: Teste colorimétrico enzimatico

Os ésteres de colesterol de qualquer amostra séo hidrolisados pela colesterol
esterase. O colesterol livre que é produzido é oxidado pela colesterol oxidase. Na
presenca de fenol e de peroxidase produz-se um cromoéforo. O corante vermelho de

quinoneimina é medido espectrofotometricamente a 540/600 nm®.

« HDL - Colesterol

As lipoproteinas de alta densidade (HDL — High density lipoproteins) sao responséaveis
pelo transporte inverso do colesterol das células periféricas para o figado. Aqui, o
colesterol é transformado em &cidos biliares que sdo excretados para 0s intestinos
através das vias biliares. E clinicamente importante monitorizar o colesterol HDL no
soro, pois existe uma correlagdo inversa entre as concentracdes séricas de colesterol
HDL a o risco de doencas cardiovasculares. Quando a concentracdo é mais elevada
protege contra as cardiopatias coronarias, as concentracdes reduzidas de colesterol
HDL, sobretudo associadas a um nivel elevado de triglicéridos, aumentam o risco
cardiovascular.

Principio da reacdo: Teste colorimétrico enzimatico

O anticorpo antilipoproteina B-humana (reagente 1) liga-se as lipoproteinas, exceto

HDL (LDL;VLDL e quilomicras). Os complexos antigénio-anticorpo formados
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blogueiam as reacdes enzimaticas quando € adicionado o reagente 2. O colesterol

HDL é quantificado através da presenca de um sistema de cromogénio enzimatico®.

« LDL-Colesterol

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL-Low Density Lipoproteins) desempenham
um papel fulcral na formacédo e desenvolvimento da aterosclerose e, especialmente da
esclerose coronaria. As LDLs derivam das lipoproteinas de muita baixa densidade
(VLVL — Very Low Density Lipoproteins) ricas em triglicéridos através da acdo de
varias enzimas lipoliticas, sendo sintetizadas no figado. A eliminacdo das LDL do
plasma ocorre sobretudo através das células do parénquima hepatico, por meio de
recetores especificos das LDL. As concentracdes elevadas de LDL no sangue e o
aumento do seu tempo de permanéncia, associados a um aumento de taxa de
modificacdo bioldgica, resultam na destruicdo da funcdo endotelial e numa captacéo
superior do colesterol LDL pelo sistema mondcitos/macrofagos e pelas células do
muasculo liso nas paredes dos vasos sanguineos. A maior parte do colesterol
armazenado nas placas ateroscleréticas deriva das LDL. Entre todos os parametros
isolados, o colesterol LDL tem um valor preditivo clinico muito importante em relagéo a
aterosclerose coronaria. Por conseguinte, as terapéuticas que visam a reducéo lipidica
tém como principal alvo a reducdo do colesterol LDL, que resulta hum melhoramento
da funcéo endotelial e na prevencao da aterosclerose, reduzindo a sua progressao e
evitando a rutura das placas.

Principio da reacdo: Ensaio colorimétrico enzimético

Todas as lipoproteinas ndo LDL, sdo decompostas através da reacdo da colesterol
esterase e colesterol oxidase. O perdxido de hidrogénio produzido é decomposto pela
enzima catalase. O LDL pode entédo ser quantificado quando se adiciona um reagente

que vai inativar a enzima catalase”.

<« Triglicéridos

Os triglicéridos sdo ésteres do glicerol-alcool tri-hidratado com 3 &cidos gordos de
cadeia longa. S&o parcialmente sintetizados no figado e parcialmente ingeridos com
os alimentos.

A determinacdo dos triglicéridos é utilizada no diagndstico e tratamento de doentes
com diabetes mellitus, nefrose, obstrucdo hepética, alteracdes do metabolismo dos
lipidos e inUmeras outras doencas endocrinas.

Principio da reacdo: Teste colorimétrico enzimatico
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Este teste baseia-se numa série de reacdes enzimaticas conjuntas. Os triglicéridos
sao hidrolisados para produzir glicerol e acidos gordos. O glicerol € hidrolisado através
de ATP na presenca de glicerol quinase para produzir glicerol-3-fosfato. Este, por sua
vez, é oxidado para produzir H202 e dihidroxiacetona fosfato. O peréxido de hidrogénio
reage na presenca de peroxidase para produzir um cromoforo que é lido a 660/800

nm. O aumento da absor¢ao é proporcional ao contetdo de triglicéridos na amostra®.

« Aspartato-aminotransferase (AST)

A aspartato-aminotransferase (glutamato-oxaloacetato-transaminase) pertence ao
grupo das transaminases que catalisam a conversdo dos aminoacidos para 0S
correspondentes a-cetoacidos por transferéncia de grupos amina; eles também
catalisam o processo reverso. A aspartato-amino-transferase encontra-se amplamente
distribuida pelos tecidos humanos. Embora as concentraces mais elevadas se
registem no musculo cardiaco, € também possivel detetar uma atividade significativa
no cérebro, figado, mucosas gastricas, tecido adiposo, musculatura esquelética e rins.
A AST estd presente tanto no citoplasma como nas mitocondrias das células. Em
casos que envolvem lesdes tissulares ligeiras, a forma predominante de AST é a
libertada pelo citoplasma, com uma menor quantidade libertada pelas mitocéndrias.
Nos casos de lesGes mais graves, observa-se libertagcdo de uma maior quantidade da
enzima da mitocondria. Niveis elevados de transaminases podem indicar enfarte do
miocardio, hepatopatia, distrofia muscular e lesdes organicas.

Principio da reacdo: Teste Ultravioleta cinético

A aspartato aminotransferase catalisa a transaminagéo de aspartato e 2-oxoglutarato,
formando-se L-glutamato e oxolacetato. A adicdo de fosfato piridoxal a mistura da
reacdo garante a atividade catalitica maxima da AST. O oxalacetato é reduzido em
L-malato pela enzima malato desidrogenase, enquanto o NADH é convertido em NAD".
A reducdo na absorvancia devida ao consumo de NADH é medida a 340 nm e é

proporcional & atividade de AST na amostra®.

« Alanina-aminotransferase (ALT)

A alanina-aminotransferase (glutamato-piruvato-transaminase) pertence ao grupo das
transaminases que catalisam a interconversdo dos aminoacidos e dos a-cetoacidos
por transferéncia de grupos amina. Embora a maior parte da atividade se verifiqgue no
figado, € também possivel detetar uma atividade significativa nos rins, coracao,
musculatura esquelética, pancreas, baco e tecido pulmonar. Niveis elevados de

transaminases podem indicar enfarte do miocéardio, hepatopatia, distrofia muscular e
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lesBes organicas. SO muito raramente € que se observam aumentos séricos das
atividades da ALT, salvo no caso da doenca do parénquima hepético, dado que a ALT
€ uma enzima mais especifico do figado do que o AST.

Principio da reacdo: Teste Ultravioleta cinético

O ALT transfere o grupo amino da alanina para o 2-oxoglutarato para formar piruvato e
glutamato. O piruvato participa na reacdo catalisada pelo LDH com o NADH para
produzir lactato e NAD+. A reducdo da absorvancia devido ao consumo de NADH é

medida a 340 nm e é proporcional & atividade de ALT na amostra®.

« Gama-Glutamiltransferase (GGT)

A gama-glutamiltransferase é utilizada no diagndstico e monitorizacdo das doencas
hepatobiliares. A atividade enzimética da GGT €, muitas vezes, 0 Unico parametro
onde se observa um aumento dos valores quando se analisam essas doencas e € um
dos indicadores mais sensiveis conhecidos.

A gama-glutamiltransferase € também um teste de despistagem sensivel para
alcoolismo oculto. Observou-se um aumento da atividade de GGT no soro dos doentes
gque necessitam de medicacao a longo prazo com fenobarbital e fenitoina.

Principio da reacdo: Ensaio colorimétrico enzimatico

A alteracdo na absorvancia a 410/480 nm deve-se a formacao de 5-amino2-benzoato

e é diretamente proporcional & atividade de GGT na amostra®.

« Fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina no soro consiste em quatro genétipos estruturais: o tipo figado-
0sso-rim, o tipo intestinal, o tipo placentério e a variante de células germinais. Ocorre
nos osteoblastos, hepatdécitos, leucdcitos, rins, baco, placenta, pristata e intestino
delgado. O tipo figado-osso-rim é particularmente importante.

Ocorre um aumento da atividade da fosfatase alcalina em todas as formas de
colestase, particularmente na ictericia obstrutiva. Também se encontra elevada em
doencas do sistema esquelético, como a doenca de Paget, hiperparatiroidismo,
raquitismo e osteomalacia, assim como nas fraturas e nos tumores malignos. Por
vezes, observa-se um aumento consideravel na atividade da fosfatase alcalina em
criancas e jovens. E provocada pelo aumento da atividade dos osteoblastos a seguir a
crescimento 0sseo acelerado.

Principio da reacdo: Ensaio colorimétrico

A atividade da ALP é determinada através da medicdo da taxa de conversdo p-nitro-

fenilfosfato em p-nitroferol na presenca de i6es magnésio, de zinco e de 2-amino2-
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metill-propanol como aceitador de fosfato a pH 10,4. A absorvancia é medida a

410/480 nm e é diretamente proporcional & atividade de ALP na amostra®.

« Bilirrubina total

A bilirrubina € um composto organico formado pelo sistema reticuloendotelial durante a
destruicdo normal e anormal dos globulos vermelhos. As determinag6es da bilirrubina
séo utilizadas no diagnostico das doengas hepaticas, na dete¢do da anemia hemolitica
e para avaliar os diferentes graus de ictericia.

Principio da reacdo: Ensaio Fotométrico e colorimétrico

Um sal diazdico estabilizado reage com a bilirrubina conjugada e com a bilirrubina ndo
conjugada para formar azobilirrubina. A absorvancia a 540 nm deste composto &

proporcional & concentracéo de bilirrubina total®.

« Bilirrubina Direta

A bilirrubina é produzida durante a degradacdo normal e anormal dos eritrécitos no
sistema reticuloendotelial. As determinacdes de bilirrubina s&o utlizadas no
diagndstico de doencgas hepaticas, na detecdo da anemia hemolitica e na avaliacdo do
grau de gravidade da ictericia.

Principio da reacdo: Ensaio Fotométrico e colorimétrico

Um sal diazdico estabilizado (DPD) liga-se diretamente & bilirrubina direta (conjugada)

num meio acido para formar azobilirrubina. A absorvancia é lida 570 nm e é

proporcional & concentracéo de bilirrubina direta na amostra®.

+« Proteinas totais

As proteinas plasmaticas sé@o sintetizadas sobretudo no figado, células plasméticas,
ganglios linfaticos, baco e medula 6ssea. No decorrer da doenga, tanto a concentragcado
de proteinas totais como a percentagem representada por fragfes individuais pode
apresentar desvios significativos dos valores normais.

A hipoproteinemia pode ser causada por doencas e perturbacbes como perda de
sangue, caquexia aftosa, sindroma nefrético, queimaduras graves, sindroma de
retencdo de sal e Kwashiorkor (deficiéncia proteica aguda).

Pode observar-se hiperproteinemia em casos de desidratacdo grave e doencas como
0 mieloma mudltiplo. As alteracdes da percentagem relativa de proteinas plasmaticas
podem ser provocadas por uma modificacdo da percentagem de uma fracdo proteica
plasmética. Muitas vezes, nestes casos, a quantidade de proteinas totais ndo sofre

quaisquer tipos de alteracéo.
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A razdo A/G é vulgarmente utilizado como indice de distribuicdo das fracbes de
albumina e globulina. Podem observar-se alteracdes marcadas desta razdo no caso
de cirrose hepdtica, glomerulonefrite, sindroma nefrético, hepatite aguda, lUpus
eritematoso e ainda em determinadas inflamacbes agudas e cronicas. As
determinacgBes das proteinas totais sao utilizadas no diagndstico e tratamento de uma
série de doencgas que envolvem o figado, os rins ou a medula 6ssea, bem como outras
perturbacdes metabdlicas ou nutricionais.

Principio da reacdo: Ensaio fotométrico

I6es de uma solucao alcalina, reagem com as proteinas e polipeptideos para produzir
um complexo de cor violeta. A absorvancia a 540/660 nm é diretamente proporcional a

concentracéo de proteinas na amostra®.

« Ferro Sérico

A concentracdo de ferro no corpo humano €, normalmente, cerca de 40-50mg Fe/Kg;
as mulheres, tipicamente, tém menor quantidade de ferro do que os homens. A
maioria do ferro esta contida em compostos necessarios para a atividade metabdlica
normal.

O compartimento de ferro funcional inclui cerca de 30 mg Fe/Kg como ferro
hemoglobinico contido nos glébulos vermelhos circulantes e uma quantidade adicional
de 6-7mg Fe/Kg presente em muitos tecidos, na mioglobina, numa variedade de
enzimas hémicos (citocromios, catalases, peroxidases) e em enzimas ndo hémicos
(ribonucleotideo redutase, metaloflavoproteinas, etc.). O ferro de transporte consiste
numa pequena fracdo (<0,5%) do ferro corporal total, em transito para satisfazer as
necessidades dos tecidos. Esta ligado a transferrina no plasma e nos liquidos
extracelulares. O ferro restante (5-6mg Fe/Kg nas mulheres, 10-12 mg Fe/Kg nos
homens) é o ferro de armazenamento, na forma de ferritina e hemossiderina,
principalmente nos hepatocitos e nos macrofagos do figado, medula éssea, baco e
musculo, disponivel como uma reserva prontamente disponivel no caso de perdas
sanguineas.

O ferro plasmatico e a saturacdo da transferrina (razdo entre o ferro plasmatico e a
capacidade total de fixacdo do ferro), constituem uma medida do fornecimento de ferro
aos tecidos. Apds o ferro dos depoésitos se esgotar, o ferro sérico diminui; uma
saturacdo da transferrina <16% ¢é frequentemente um critério de eritropoiese deficiente
em ferro. Em contraste, o ferro plasmatico e a saturacdo da transferrina ndo estao
sempre elevados, como nha fase inicial da sobrecarga transfusional em ferro, quando o

ferro dos depésitos esta elevado dentro dos macrofagos, embora a saturacdo da
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transferrina possa aumentar com a sobrecarga parenquimatosa em ferro. A
interpretacdo da saturacdo da transferrina € complicada pelas flutuacbes substanciais
circadianas de ferro plasmatico, assim como pelas varia¢gdes dia a dia> 30%. Para
além disso, o ferro plasmatico diminui na infecdo, inflamacédo, neoplasias malignas e
deficiéncia de ascorbato, mas aumenta na ingestdo oral de ferro, nas anemias
aplasica e sideroblastica, eritropoiese ineficaz e doenca hepatica.

Principio da reacdo: Ensaio fotométrico

Num meio acido, o ferro ligado a transferrina decompfe-se em ides de ferro livres e
apotransferrina. O &cido hidroclérico e o ascorbato de sddio convertem os ibes de ferro
no estado ferroso. Os ifes ferrosos reagem depois com o TPTZ
[2,4,6-Tri-(2-pyndyl)-5-triazina] para formar um complexo de cor azul que pode ser
medido bicromaticamente a 600/800 nm. O aumento da absorvancia é diretamente

proporcional a quantidade de ferro ligado & transferrina registada®.

«+ CK

A creatina-quinase (CK) é uma enzima dimérica que existe em quatro formas
diferentes: uma isoenzima mitocondrial e as isoenzimas citosélicas CK-MM (tipo
musculo esquelético), CK-BB (tipo cérebro) e CK-MB (tipo miocéadio).

A determinacdo da atividade da CK e respetivas isoenzimas € um elemento
importante no diagnéstico e monitorizacdo do enfarte do miocardio e miopatias, tais
como, a distrofia muscular progressiva de Duchenne.

Apos lesdo do miocardio, a semelhanca do que acontece com o enfarte agudo do
miocardio, a CK é libertada pelas células lesadas. Em casos recentes pode-se
encontrar uma atividade de CK aumentada cerca de 4 horas apdés o enfarte. A
atividade de CK atinge 0 seu maximo apés 12 a 24 horas, voltando ao valor normal ao
fim de 3 a 4 dias.

Principio da reacdo: Teste ultravioleta/cinético

A CK catalisa reversivelmente a transferéncia de um grupo de fosfatos do fosfato de
creatinina para ADP, para formar creatinina e ATP como produtos. Com a intervencao
de outras reacdes em que participam as enzimas HK, G6P-DH, vai haver formacéo de
NADPH e 6-fosfoglutonato. O aumento da absorvancia a 340/660 nm, devido a

formacéo de NADPH é diretamente proporcional & atividade de CK na amostra®.
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« Lactato Desidrogenase (LDH)

As delimitacdes da LDH séo realizadas para o diagnéstico e tratamento de
hepatopatias como hepatite viral aguda, cirrose e carcinoma metastético do figado,
cardiopatias como enfarte do miocardio e tumores renais e pulmonares.

Principio da reacéo: Teste UV/Cinético

O LDH catalisa a oxidac&o do lactato a piruvato juntamente com a reducédo de NAD+ a
NADH. O aumento de NADH é medido a 340 nm e é diretamente proporcional a

atividade enzimatica na amostra®.

« Amilase

Estas enzimas, capazes de cindir as ligacdes 1-4 do amido, s&o produzidas pelo
pancreas e pelas glandulas salivares. Passam para o soro de cada vez que uma
obstrucdo dos canais ou uma necrose celular aumenta a sua concentracdo no espaco
intersticial periglandular.

A amilase sérica é eliminada no soro em algumas horas, principalmente por via
urinaria.

Principio da reacdo: Ensaio Fotométrico

O substrato CNPGs reage diretamente com a alfa-amilase e liberta 2-cloro4-nitrofenil.
O resultante da absorvancia a 410 nm é diretamente proporcional a atividade de alfa-

amilase da amostra’®.

« Transferrina

A transferrina medeia a troca de ferro entre os tecidos corporais. Uma vez absorvido o
ferro liga-se a transferrina plasmética. Cerca de 80% do ferro em transito (cerca de
24mg Fe/dia) € captado pelos precursores eritroides na medula 0ssea; a maioria deste
(17mg Feldia) torna-se ferro hemoglobinico nos glébulos vermelhos circulantes. Os
restantes 20% do ferro transportado pela transferrina incluem: a troca de ferro com os
hepatocitos (5mg Fe/dia), o movimento entre os compartimentos plasmético e
extravasculares da transferrina (cerca de 3mg Fe/dia), a troca entre a transferrina
extravascular e os tecidos parengquimatosos (cerca de 2mg Fe/dia) e a troca externa
limitada de ferro através das perdas obrigatdrias e absorcdo de ferro do tubo digestivo
(cerca de 1e 1,5mg Fe/dia, para os homens e mulheres, respetivamente).

E um indicador das reservas corporais de ferro muito menos sensivel do que a ferritina
plasmatica. E, geralmente, medida nos laboratdrios clinicos como capacidade total de
fixac@o do ferro. A transferrina pode aumentar com a deplecéo do ferro das reservas e

diminuir com a sobrecarga em ferro, mas ndo é um indice consistente de confianca
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porque 0s seus niveis sdo alterados por outros fatores. A inflamacdo, a infecdo, as
neoplasias malignas, a doenca hepatica, o sindrome nefrético e a ma-nutricdo também
deprimem os niveis de transferrina, enquanto a gravidez e 0s contracetivos orais
aumentam os seus niveis.

Principio da reacdo: Ensaio Imuno-turbidimétrico

A transferrina humana reage especificamente com anticorpos transferrina anti-
humanos para produzir agregados insollveis. A absor¢cdo destes agregados é

proporcional & concentracéo de transferrina na amostra®.

« Ferritina

A ferritina € uma proteina major de armazenamento, composta de 24 subunidades.
Existe em, praticamente, todas as células. Constitui uma reserva acessivel de ferro
para a sintese dos compostos funcionais contendo ferro e é um meio de sequestrar o
ferro numa forma solGvel, aparentemente ndo toxica. E especialmente abundante nas
células com papel especializado na sintese de compostos contendo ferro (precursores
eritroides) e no metabolismo e armazenamento do ferro (macréfagos e hepatocitos).

O seu catabolismo pode resultar na digestdo do invélucro proteico com reutilizacdo do
ferro do core ou em conversdo para hemossiderina, um composto amorfo de
armazenamento, insolivel em 4gua, com maior conteido em ferro e menor turnoverdo
que a ferritina.

Concentracdes diminuidas de ferritina plasmatica tém grande valor na detecdo da
deficiéncia em ferro. As concentracfes de ferritina plasmatica diminuem com a
deplecdo dos depositos de ferro. As Unicas situagfes conhecidas que podem diminuir
as concentracdes de ferritina plasmatica, independentemente de uma diminuicdo dos
depositos de ferro, sdo o hipotiroidismo e a deficiéncia de ascorbato. Concentracdes
aumentadas de ferritina plasmética podem indicar aumento dos depdsitos de ferro,
mas o aumento da ferritina plasmatica pode ser devido a uma variedade de situagdes,
independentemente do ferro corporal. A ferritina plasmatica € uma proteina de fase
aguda, sendo o aumento da sua sintese uma resposta inespecifica, parte dos efeitos
sistémicos da inflamac&o. O seu aumento pode ser devido a: febre, infecbes agudas,
artrite reumatoide e outras doencas inflamatorias crénicas. As lesGes agudas e
crénicas do figado, assim como de outros tecidos ricos em ferritina, pode aumentar a
ferritina plasmatica como um processo inflamatério ou por libertagcdo das ferritinas
tissulares das células parenquimatosas lesadas.

Principio da reacdo: Ensaio Imuno-turbidimétrico
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E medida a diminuicdo da intensidade da luz transmitida (aumento da absorc&o)
através de particulas suspensas na solucdo como resultado de complexos formados

durante a reac&do antigénio-anticorpo®.

< Magnésio

O magnésio e o potassio sdo importantes catides intracelulares. O Mg* é um co-fator
de muitos sistemas enzimaticos. Consequentemente, todas as reagbes enzimaticas
dependentes de ATP requerem Mg* como co-fator do complexo ATP-magnésio.
Aproximadamente 69% dos i6es magnésio estdo armazenadas nos 0ssos. Os
restantes fazem parte do metabolismo intermediario, estando cerca de 70% presentes
na forma livre, ao passo que o0s outros 30% se encontram ligados a proteinas
(especialmente a albumina), aos citratos, ao fosfato e a outros formadores de
complexo. O nivel sérico de Mg?* é mantido constante dentro de limites muito estreitos
(0,65-1,05 mmol/l). A regulacdo tem lugar principalmente por via renal, especialmente
através da porcao ascendente da ansa de Henle.

Este ensaio é utilizado para diagnosticar e monitorizar a hipomagnesemia (deficiéncia
de magnésio) e hipermagnesemia (excesso de magnésio).

Numerosos estudos demonstraram uma correlacdo entre a deficiéncia de magnésio e
as alteracBes da hemostase do calcio, potassio e fosfato que estdo associadas a
perturbacBes cardiacas, como € o caso das arritmias ventriculares que ndo podem ser
tratadas através de terapéuticas convencionais, da sensibilidade aumentada a
digoxina, dos espasmos da artéria coronéria e da morte subita. Entre outros sintomas
concomitantes incluem-se as perturbacdes neuromusculares e neuropsiquiatricas. A
hipermagnesemia € observada na insuficiéncia renal aguda e cronica, nos casos de
excesso de magnésio e na libertacdo de magnésio no espaco intracelular.

Principio da reacao: Método Fotométrico

Método direto no qual os ides magnésio formam um complexo colorido com azul de
xilidil numa solugéo fortemente basica. A cor € medida a 520/800 nm e € proporcional

a concentracdo de magnésio na amostra’.

« Calcio

O teor de célcio num adulto corresponde ligeiramente a mais de 1 kg (25000 mmol),
ou seja, cerca de 2% do peso corporal. Deste, 99% esta presente sob a forma de
hidroxiapatite de célcio nos ossos e menos de 1% esta presente no ECS (espaco
extracelular) ou ICS (espaco intracelular) extraésseo. O nivel de célcio no soro no ECS

(aprox. 100 mmol) esta em equilibrio dinAmico com a fragdo rapidamente permutavel
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de calcio 6sseo. Os ides de calcio afetam a capacidade de contracdo do coracéo e da
musculatura esquelética e sdo essenciais para o funcionamento do sistema nervoso.
Além disso, os ibes de célcio desempenham um papel importante na coagulagéo
sanguinea e na mineralizacdo 6ssea. No plasma, o célcio esta ligado numa grande
propor¢cdo as proteinas (cerca de 40%), estando 10% presente sob a forma de
complexos inorganicos e 50% como célcio livre (ionizado). O equilibrio do calcio no
organismo é regulado pela hormona da paratiroide (PTH), calcitriol (CT) e calcitonina.
O teste é usado para o diagnostico e monitorizacdo da hipocalcemia (deficiéncia de
célcio) e hipercalcemia (excesso de calcio) no soro. O sintoma caracteristico da
hipocalcemia é o tétano latente ou manifesto e osteomalacia.

A hipocalcemia é causada pela auséncia ou deficiéncia do funcionamento da
paratiroide ou deficiéncia da sintese da vitamina D. A hipercalcemia € provocada por
um aumento da mobilizacdo de calcio no sistema esquelético (osteoporose) ou por um
aumento da absorcdo intestinal. A maior parte dos casos sdo causados pelo
hiperparatiroidismo primario (pHPT) ou metastases dsseas do carcinoma da mama,
préstata ou tiroide e carcinoma brénquico.

A grande importancia da determinacao do calcio na urina reside na diferenciacéo entre
hipercalcidria e hipocalcidria e no esclarecimento de nefrolitiase.

Principio da reacdo: Teste Fotométrico

Baseia-se na reacdo de ides calcio com Arsenazo Il para formar um complexo de cor
roxa intensa. A absorvancia do complexo € medida a 660/700 nm. O aumento da
absorvancia da mistura € diretamente proporcional & concentracdo de calcio da

amostra®.

« Fosforo

88% da quantidade de fosforo existente no organismo situa-se no 0sso, sob a forma
de fosfato de célcio, como a apatite Ca** [Cas(PO.),]s*. A restante quantidade esté
envolvida no metabolismo intermédio dos hidratos de carbono e em substancias
fisiologicamente importantes como fosfolipidos, acidos nucleicos e ATP. O fosforo
encontra-se no sangue sob a forma de fosfato inorgénico e de &cido fosfdrico
organicamente ligado. A fraca quantidade de fosforo organico extracelular encontra-se
quase exclusivamente sob a forma de fosfolipidos. A razéo fosfato/calcio no sangue é
de cerca de 6:10. Um aumento do nivel de fésforo provoca uma reducdo do nivel de

célcio. O mecanismo é influenciado por interacdes entre a paratormona e a vitamina D.
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O hipoparatiroidismo, a intoxicacdo por vitamina D e a insuficiéncia renal associada a
uma reducdo da taxa de filtracdo glomerular do fosfato provocam hiperfosfatemia. A
hipofosfatemia ocorre no raquitismo, no hiperparatiroidismo e no sindroma de Fanconi.
Principio da reacdo: Ensaio UV Fotométrico

O fésforo inorganico reage com molibdato para formar um complexo heteropoliacido. A
absorvancia € lida a 340/380 nm e é diretamente proporcional a concentracdo de

fosforo inorganico na amostra®.

+« Albumina

A albumina é uma proteina sem hidratos de carbono, que constitui 55-65% das
proteinas plasmaticas totais. Liga-se e solubiliza diversos compostos como, p. ex.,
bilirrubina, célcio e &cidos gordos de cadeia longa. Além disso, a albumina é capaz de
ligar os ibes téxicos de metais pesados bem como um grande numero de produtos
farmacéuticos. Por este motivo é que as concentracbes de albumina mais baixas no
sangue tém um efeito significativo sobre a farmacocinética.

A hiperalbuminemia tem pouco significado em termos de diagndéstico, salvo em caso
de desidratacdo. A hipoalbuminemia ocorre em muitas doencas, sendo causada por
diversos fatores: sintese debilitada quer em resultado de uma doenca hepatica, quer
devido a uma diminui¢do da ingestao de proteinas; aumento do catabolismo devido a
lesBes tissulares (queimaduras graves) ou inflamacéo; ma absorcdo de aminoacidos
(doenca de Crohn); proteindria em consequéncia de sindroma nefrotico; perda de
proteinas através das fezes (doenca neoplasica). Nos casos graves de
hipoalbuminemia, a concentragdo méxima de albumina no plasma é de 2,5 g/dl.
Devido a reduzida pressdo osmética do sangue, a agua atravessa 0s capilares
sanguineos e penetra no tecido (edema). A determinagdo da albumina permite a
monitoriza¢do da suplementacao dietética num doente controlado e funciona também
como um teste excelente de funcéo hepética.

Principio da reacdo: Ensaio Fotométrico

A albumina vai reagir com verde de bromocresol para formar um complexo corado, a
absorvancia deste complexo é medida a 600/800 nm e € proporcional & concentracao

de albumina®.

« Imunoglobulina A (IgA)
A Imunoglobulina A (IgA) € um anticorpo. Representa 15-20% das imunoglobulinas do
soro humano. No homem, mais de 80% da IgA ocorre sob a forma monomérica e esta

presente no sangue nesta forma.
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A IgA é a imunoglobulina predominante em secrecdes: saliva, lagrima, leite, mucosas
do trato gastrointestinal, trato respiratdrio e genitourinario. Nestas secrecdes ela une-
se a um componente secretor (70.000 daltons), formando a IgA secretora. Esta &
composta por 2 unidades ( dimérica) ligadas a uma cadeia J unida na sua por¢do FC
no componente secretor. A fungdo desse componente é proteger a molécula das
enzimas hidroliticas (destrutivas).

As principais fungbes da IgA reside na ativacdo das reagfes inflamatérias,
desempenha um papel importante na prote¢cdo do trato respiratério, genitourinario e
gastrointestinal contra infe¢des. Individuos com défice de IgA secretéria tém tendéncia
para sofrer com mais frequéncia de infecdes das mucosas e doencas autoimunes.
Individuos com auséncia de IgA sofrem de problemas reuméticos e linfomas com uma
incidéncia superior.

Principio da reagdo: Ensaio Imuno-Turbidimétrico

A IgA humana vai reagir especificamente com uma solu¢do antissoro com anticorpos
anti-lgA para produzir agregados insoluveis. A absorvancia € proporcional a

concentracdo de IgA na amostra®.

« Imunoglobulina G (IgG)

A Imunoglobulina G (IgG) € um anticorpo. E uma imunoglobulina monomérica simples
de 150.000 daltons, cadeias pesadas tipo G, que perfaz 80% das imunoglobulinas do
organismo. Esta imunoglobulina é particularmente importante na defesa a longo prazo
do organismo contra infecfes, ja que apresenta uma resposta mais lenta e mais
sustentada que a IgM a um estimulo antigénico primario. Contudo os niveis aumentam
rapidamente e cedo quando o organismo é exposto novamente a0 mesmo estimulo
antigénico. E a Gnica imunoglobulina que passa a placenta e por isso é importante na
defesa das criancgas contra as infegoes.

Principio da reacdo: Ensaio Imuno-Turbidimétrico

A IgG humana vai reagir especificamente com uma solu¢do antissoro com anticorpos
anti-lgG para produzir agregados insollveis. A absorvancia é proporcional a

concentracdo de IgG na amostra®.

« Imunoglobulina M (IgM)

Esta Imunoglobulina perfaz aproximadamente 10% do conjunto de imunoglobulinas.
Apresenta uma estrutura pentamérica, sendo que as cadeias pesadas individuais tém
um peso molecular de aprox. 65.000 daltons e a molécula completa tem um peso de

970.000! As 5 cadeias séo ligadas entre si por pontes dissulfeto e por uma cadeia
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polipeptidica inferior chamada de cadeia J. A IgM € encontrada principalmente
intravascularmente, sendo uma classe de anticorpos "precoces" (sado produzidas
agudamente nas fases agudas iniciais das doencas que desencadeiam resposta
humoral). E uma proteina que néo atravessa a placenta (por ser grande) e inclui os
anticorpos naturais, por exemplo, grupo sanguineo ABO, Rh e anticorpos para IgG, por
exemplo, fatores reumatoides. A fungdo essencial da IgM na resposta imunitaria € a
aglutinacd@o de elementos considerados patogénicos e a ativagdo da via complementar
classica.

Principio da reacdo: Ensaio Imuno-Turbidimétrico

A IgM humana vai reagir especificamente com uma solugéo antissoro com anticorpos
anti-lgM para produzir agregados insoliveis. A absorvancia é proporcional a

concentracdo de IgM na amostra®.

« PCR

A proteina C reativa é a proteina classica da fase aguda das reacées inflamatorias. E
sintetizada pelo figado e € constituida por cinco cadeias polipeptidicas idénticas que
formam um anel com cinco membros, com um peso modelar de 120000 daltons. A
PCR é o mais sensivel dos reagentes da fase aguda e as suas concentracfes
aumentam rapidamente durante os processos inflamatorios. A PCR complexada ativa
0 sistema de complemento, com inicio em C1p. Depois, a PCR inicia a opsonizagao e
a fagocitose das células invasoras, mas a sua fungéo principal € ligar e desintoxicar
substancias toxicas enddégenas produzidas em resultado de lesdes tecidulares.

Os ensaios da PCR sao utilizados para detetar processos inflamatérios sistémicos
(além de alguns tipos de inflamacdo, como a SLE e a colite ulcerosa); avaliar o
tratamento de infe¢cdes bacterianas com antibioticos; detetar infecGes intrauterinas
com amniurese prematura concomitante; diferenciar entre as formas ativa e inativa de
doencgas com infe¢cbes concomitantes, por exemplo, em doentes com SLE ou colite
ulcerosa; monitorizar terapeuticamente doencas reumaticas e avaliar a terapéutica
anti-inflamatoéria; determinar a presenca de complicacdes pds-operatorias numa fase
inicial, por exemplo, no caso de feridas infetadas, trombose ou pneumonia, e distinguir
entre infecao e rejeicdo do transplante de medula 6ssea.

Principio da reacdo: Ensaio Imuno-turbidimétrico

A PCR reage especificamente com anticorpos anti-PCR para produzir agregados

insoltveis. A absorvancia é proporcional & concentracdo de PCR na amostra®.
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« Fator Reumatoide (RF)

Os RF séo anticorpos dirigidos contra determinantes antigénicos no fragmento Fc da
IlgG. Geralmente sdo anticorpos IgG. E utilizado para o diagndstico da artrite
reumatoide.

Principio da reacdo: Ensaio Imuno-turbidimétrico

O RF reage especificamente com a IgG em particulas de latex para produzir

agregados insolluveis. A absorvancia € proporcional a concentragdo de RF na

amostra®.

« Antiestreptolisina O (TASO)

A estreptolisina O é uma hemolisina produzida pelos Streptococcus do grupo A. Este
streptococcus do grupo A é responsavel por infe¢cdes bacterianas que provocam
doencas como febre reuméatica aguda, pneumonia, faringite aguda, entre outras.
Principio da reacdo: Ensaio Imuno-turbidimétrico

Os anticorpos antiestreptolisina O reagem especificamente com latex revestido com
estreptolisina O para produzir agregados insollveis. A absorvancia é proporcional a

concentracéo de ASO na amostra®.

« Apolipoproteina Al

As apolipoproteinas sdo os constituintes proteicos das lipoproteinas.

Estas classificam-se conforme a sua densidade de flutuacdo ultracentrifuga. A
apolipoproteina A1 é o principal constituinte proteico das lipoproteinas de alta
densidade ( high-density lipoproteins — HDL).

A apolipoproteina Al ativa a enzima lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT), que
catalisa a esterificacdo do colesterol, aumentando a capacidade de transporte lipidico
das lipoproteinas. Os niveis de apolipoproteina A1 aumentam durante a gravidez,
doenca hepética e apds a administragdo de estrogénios (p.ex., contracetivos orais). Os
niveis de apolipoproteina A1 diminuem na hipo-a-lipoproteinemia (p.ex, doenca de
Tangier), colestase, sépsis e aterosclerose.

Principio da reacdo: Ensaio imunoturbidimétrico

A APO Al reage especificamente com anticorpos anti-APO Al para produzir
agregados insollveis. A absorvancia é proporcional a concentracdo de APO Al na

amostra®.
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Figura 6 — Ensaio Imunoturbidimétrico

« Apolipoproteina B

O figado sintetiza lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), as quais contém
principalmente triglicéridos e colesterol. Na presenca de lipoproteina lipase, 0s
triglicéridos sdo hidrolisados, formando-se particulas LDL com uma grande proporgcao
de colesterol. A apolipoproteina B € o principal constituinte das LDL. Cerca de um
terco das particulas LDL fornecem colesterol as células periféricas. Os outros dois
tercos sdo metabolizados pelo figado. A captacdo de LDL em todos estes tecidos
ocorre através dos recetores LDL. Os niveis de apolipoproteina B aumentam na
gravidez, hipercolesterolemia, defeitos dos recetores LDL, obstrucbes biliares,
hiperlipidémia de tipo Il e sindroma nefrético. Os niveis de apolipoproteina B diminuem
durante a doenca hepatica, a-B lipoproteinemia, sépsis e administracdo de
estrogénios.

A determinagdo conjunta da apolipoproteina Al/apolipoproteina B, assim como o
célculo da razéo apolipoproteina B: apolipoproteina Al, podem refletir um disttrbio do
metabolismo lipidico e o risco de contrair aterosclerose ou doenca coronaria,
proporcionando deste modo uma excelente mais valia na determinacdo classica do
colesterol HDL/LDL. Um nivel elevado de apolipoproteina A-1 (HDL) associado a um
nivel baixo de apolipoproteina B (LDL), correlacionam-se melhor com um risco baixo
para estas doencas.

Principio da reacdo: Ensaio imunoturbidimétrico

A APO B reage especificamente com anticorpos anti-B para produzir agregados

insoltveis. A absorvancia é proporcional & concentracdo de B na amostra®.

« |onograma (sodio, potéssio, e cloro)
Os eletrolitos afetam a maioria dos processos metabdlicos. Servem para manter a

pressdo osmdética e a hidratacdo de varios fluidos corporais. Regulam as funcdes
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cardiaca e muscular e mantém o pH do organismo. Também se encontram como
co-fatores nas reacdes enzimaticas.

Principio da reacdo: Maodulo ISE

O modulo ISE integra elétrodos de membrana éter-coroa para sodio e potassio e uma
membrana de PVC para o cloro. E desenvolvido um potencial elétrico de acordo com a
equacdo de Nernst para um ido especifico. O potencial elétrico é convertido em

voltagem e seguidamente nas concentracdes de ides da amostra®.

« Proteinas na Urina

As determinacdes das proteinas na urina sdo usadas no diagnostico e tratamento de
doencas, como as doencgas renais ou cardiacas, ou perturbacdes da tiroide, que se
caracterizam pela presenca de proteindria ou albumindria.

A urina é formada por ultra filtracdo do plasma através da parede capilar glomerular.
As proteinas com uma massa molecular relativa > que 40.000 dalton sdo praticamente
todas retidas, ao passo que quantidades mais pequenas passam facilmente na
filtracdo glomerular.

Principio da reacdo: Ensaio Fotométrico

Através da formacdo de um complexo vermelho com uma absorvancia maxima a 470
nm. A determinacdo é baseada na mudanca da absorvancia. Um complexo azul
parpura € formado a 600nm. A absorvancia deste complexo é diretamente

proporcional & concentracéo de proteinas na amostra®.

« Microalbuminuria

Uma evidéncia clinica da existéncia de nefropatia € o aparecimento de niveis baixos e
anormais de albumina na urina (20 pg/min ou 230 mg/dia). E um indicador importante
para a monitorizacao da fungéo renal em pessoas diabéticas (tipo | e Il).

Principio da reacdo: Ensaio imunoturbidimétrico

A albumina reage especificamente com anticorpos antialbumina para produzir
agregados insoluveis. A absorvancia destes agregados € proporcional a concentragédo

de albumina na amostra®.

« Racio Proteinuria/Creatinaria
Esta determinacao € utilizada em alguns casos em que a colheita de urina de 24 horas
¢ dificil de ser realizada, usando-se uma amostra aleatéria de urina e procedendo-se a

determinacdo individual da proteinudria e da creatindria nessa mesma amaostra.
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A concentracdo de proteinas na urina vem nas unidades de gramas/Litro, enquanto a
creatinina vem em miligramas/decilitro. Entdo o0 primeiro passo € passar a
concentracdo das proteinas para mg/dL, as mesmas unidades da creatinina. De

seguida €& dividir o valor da concentracdo das proteinas totais pelo valor da

concentracao de creatinina. O valor final do racio é dado em mg/dL.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 45



] [
FACULDADE DE FARMACIA

LABORATORIO NOVA ERA Clinica Médica Nova Era

IMUNOLOGIA

EQUIPAMENTOS ANALITICOS - METODOS E TECNICAS UTILIZ ADOS
ADVIA CENTAUR

O ADVIA CENTAUR é um aparelho
automatico com leitura de cddigo de
barras que faz determinacbes em
amostras de soro. O soro utilizado
obtém-se fazendo a colheita de
sangue para tubos sem
anticoagulante e posteriormente
centrifugados.  Este  analisador
calcula automaticamente as

concentracbes de todos  os

parametros que realiza. Figura 7 - ADVIA CENTAUR

A tecnologia utilizada por este equipamento é a quimioluminescéncia em combinacao
com a tecnologia de imunoensaio, sendo que a luz produzida pela reacdo indica a
quantidade de analito da amostra™*.

A quimiluminescéncia € uma reagdo quimica que emite energia sobre a forma de luz
utilizando para isso como marcador o Ester Acridinio (marcador direto — ndo necessita
da adicdo de um catalisador ou substrato para se oxidar, ndo necessita de uma
incubacédo adicional para amplificar o sinal e efetua uma emisséo rapida e intensa de
luz).

A Ester Acridinio (EA) é oxidada pelo perdxido de hidrogénio e a luz emitida é
maximizada pela alteracdo de meio acido para meio basico. Este marcador pode unir-
se covalentemente aos anticorpos permitindo por isso a utilizacdo complementar das
duas tecnologias.

Utilizam-se também particulas paramagnéticas — PMP - (cristais de 6xido de ferro que
sdo atraidos por um campo magnético), estas particulas unem-se covalentemente
tanto a antigénios como a anticorpos na fase sélida, proporcionando uma superficie de
reacdo muito maior — 50x mais do que os tubos revestidos. Sao utilizadas para separar
o material ligado do né&o ligado.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 46



2 e ]
t;""fﬂf FACULDADE DE FARMACIA
T~ LABORATORIO NOVA ERA

Imunoensaios utilizados: Reagdo Sandwich, Reacdo de Competicdo — antigénio ou

anticorpo marcado e Captura de Anticorpo.

« Reacdo Sandwich

1 - Anticorpos ligados a éster de acridinio adicionam-se a amostra, unindo-se ao
analito (antigénio) que queremos medir;

2 - Adicionam-se as particulas paramagnéticas unidas a anticorpos, que se vao unir
aos complexos antigénio-anticorpo anteriormente formado;

3 - O EA néo ligado é separado e aspirado;

4 - O acido e a base sdo adicionados para iniciar a reacdo quimiluminescente e a

concentracao é calculada de acordo com a luz emitida.

« Reacao de Competicdo — antigénio marcado

1 — O antigénio marcado com EA compete com o antigénio da amostra por uma
guantidade limitada de sitios de ligacdo ao anticorpo, o qual estd unido
covalentemente a PMP;

2 — Depois da incubacéo, a mistura de reacdo é exposta a um campo magnético, em
que o EA ndo ligado é separado e retirado;

3 — O acido e base sdo adicionados para iniciar a reacdo quimiluminescente e a

concentracao € calculada inversamente a luz emitida.

« Reacdo de Competi¢cdo — anticorpo marcado

1 — O antigénio unido a PMP compete com o antigénio da amostra por sitios limitados
da ligagdo no anticorpo marcado com EA;

2 — ApoOs incubacao, a mistura de reacdo é exposta a um campo magnético, em que o
EA néo ligado é separado e retirado;

3 — O acido e base sdo adicionados para iniciar a reagdo quimiluminescente e a

concentracao é calculada inversamente a luz emitida.

« Captura de Anticorpo

Este método € utilizado quando o analito que se pretende medir € um anticorpo, usa
um anticorpo especificamente dirigido ao anticorpo da amostra.

1 — Adicionam-se a amostra PMP unidas a um anticorpo especifico de IgM humana
(anticorpo anti IgM humana), assim os anticorpos da amostra sdo separados de outras

substancias que possam interferir;
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2 — Adiciona-se o antigénio marcado com EA, que tem afinidade para os anticorpos da
amostra;
3 — A fragdo ndo ligada separa-se da ligada e a concentragdo € medida através de

uma relago direta com a emisséo de luz'.

TESTES REALIZADOS

<« |Imunoglobulina E Total

A hipersensibilidade imediata de tipo | que, na classificacdo de Gell e Coombs, agrupa
a anafilaxia e as doencas atopicas, caracteriza-se por uma producdo excessiva de
imunoglobulinas do tipo IgE (E de eritema). Estas IgE sensibilizam os mastocitos e o0s
granulécitos basofilos que, sob a sua influéncia, rompem os granulos, libertando os
mediadores implicados na reacdo alérgica. O doseamento das IgE totais permite
avaliar este fenémeno®.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur IgE Total € um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em
dois locais que recorre a tecnologia quimiluminométrica direta, a qual utiliza
gquantidades constantes de dois anticorpos para a IgE. O primeiro anticorpo, no
Reagente Lite, € um anticorpo anti-lgE humana de cabra marcada com éster de
acridina. O segundo anticorpo, na Fase Sélida, € um anticorpo anti-lgE humana do

rato, que esta ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas”.

« Folatos

O 4cido fdlico (ReGlu) consiste em 3 componentes basicos: um derivado pteridina, um
residuo p-aminobenzéico e um residuo de &acido L-glutdmico. Antes do PteGlu
desempenhar o seu papel de coenzima, tem de ser reduzido nas posi¢cdes 7 e 8 para
acido dihidrofélico (H,PteGlu) e, depois, para &cido 5,6,7,8-tetrahidrofélico (H,PteGlu);
1 a 6 residuos adicionais de &cido glutamico devem, entdo, ser adicionados, atraves
de ligacdes y-peptidicas a metade L-glutamato (H,PteGluy,).

Os folatos estdo amplamente distribuidos na natureza em forma reduzida, os
poliglutamatos. A enzima conjugase, existente na mucosa intestinal, remove
progressivamente os residuos de &cido glutdmico de forma que os mono e di-
glutamatos sao absorvidos pelo jejuno proximal. Parte do folato plasmético é
excretado na bilis e reabsorvido no jejuno. Uma producdo consideravel do folato do

organismo esta envolvida nesta circulacado entero-hepatica, pelo que, distlrbios do
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transito intestinal, que diminuem a quantidade absorvida, facilmente, induzem caréncia
de folato.

As fontes mais ricas em folatos sdo vegetais (espinafre, alface, brdcolos, vagens),
frutas (banana, meldo e liméo), cogumelos e proteinas animais (figado e rins). Sao
vitaminas extremamente termoldbeis, ou seja, a cozedura por mais de 15 minutos
destroéi os folatos. As necessidades minimas diarias sédo de 50ug, como as reservas do
organismo sao de cerca de 5000ug, pode desenvolver-se anemia megaloblastica apos
cerca de 3 a 4 meses de dieta carente.

As principais causas de deficiéncia de folatos séo: ingestdo diminuida (dieta pobre -
falta de vegetais, alcoolismo, idade avancada, 1°ano de vida), absor¢éo prejudicada
(circuitos intestinais curtos, sprue tropical e ndo tropical, doenca celiaca, enterite
regional, defeitos congénitos da absorcdo de folato, drogas - contracetivos orais,
sulfasalazina, barbittricos, fenitoina, alcool), utilizacdo prejudicada (drogas
antagonistas do &cido félico - metotrexato, triantereno, trimetoprim, pirimetamina,
alcool - deficiéncia enzimatica congeénita), necessidades aumentadas (gravidez,
primeiro ano de vida, hipertiroidismo, doenca hemolitica crénica, neoplasia, dermatite
esfoliativa, hepatopatia) e perdas (dialise).

Os niveis do folato sérico e eritrocitario sdo usados para avaliar o status do folato. O
nivel de folato sérico € um indicador de ingestdo recente de folato. O nivel de folato
eritrocitario € um melhor indicador dos depdésitos de folato e a sua diminuicdo pode
indicar uma deficiéncia prolongada em folato.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Folato é um imunoensaio competitivo que recorre a tecnologia
guimiluminométrica direta. O folato na amostra do doente compete com o folato
marcado com éster de acridina no Reagente Lite por uma quantidade limitada de
proteina de ligagdo ao folato marcado com biotina. A proteina de ligagcdo ao folato com
biotina liga-se a avidina, que esté ligada por covaléncia a particulas paramagnéticas
na Fase Solida. No ensaio ADVIA Centaur Folato, a amostra é previamente tratada

para libertar o folato das proteinas de ligagéo endgenas na amostra®.

« Vitamina B12

A vitamina B12, também chamada cianocobalamina (CN-Cbl), € uma molécula
complexa formada por 2 por¢cdes major, um grupo consistindo em 4 anéis pirrélicos
reduzidos - nucleo corrina - ligado em angulos retos a um nucleétido invulgar. Os anéis
pirrélicos ligam-se a um atomo central de cobalto. O nucle6tido consiste huma

base-5,6 dimetilbenziminazol - ligada a ribose fosfato.
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Esta vitamina é produzida por bactérias que habitam o tubo digestivo de animais, e
existe, primariamente, em alimentos de origem animal. A Cbl produzida no intestino
grosso humano néo € aproveitada para absor¢cédo. As proteinas animais sao a principal
fonte dietética de Cbl (carne de 0Orgdos parenquimatosos, peixe, musculo animal,
produtos do leite e gema de ovo). A Chl €, excecionalmente, bem armazenada nos
tecidos nas suas formas coenziméaticas.

A absorcéo faz-se na forma de coenzimas (5'desoxiadenosilcobalamina - Ado-Cbhl - e
metilcobalamina - Me-Cbl), inespecificamente ligados as proteinas, sendo o pH
gastrico baixo essencial para a sua libertacdo. Na segunda por¢cdo do duodeno, as
proteases pancredticas degradam as proteinas, permitindo a ligacdo da vitamina B12
ao fator intrinseco (FI), produzido pelas células da mucosa gastrica. A mucosa do ileo
terminal é responsavel pela absorcdo do complexo vitamina B12-Fl, através de
recetores especificos.

As principais causas de caréncia de vitamina Bl12 s&o: ingestdo diminuida
(vegetarianismo estrito), absorcdo prejudicada (anemia perniciosa, gastretomia total,
deficiéncia congénita em fator intrinseco, doencas do ileo terminal, parasitoses
competitivas, etc.) e transporte/utilizacdo prejudicada (deficiéncia de transcobalamina
I, defeito metabdlicos congénitos do metabolismo da Cbl, drogas-éxido nitroso, etc.).
Na auséncia de vitamina B12, o folato vai-se transformando em 5-metiltetrahidrofoiato,
inatil para a sintese do DNA, o que compromete a divisdo celular em todos os tecidos
do organismo, sendo responsavel por anemia megaloblastica e manifestacdes
neuroldgicas. A deficiéncia de vitamina B12 é clinicamente indistinguivel da deficiéncia
de folato.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur VB12 é um imunoensaio competitivo que recorre a
tecnologia quimiluminescente direta na qual a vitamina B12 nas amostras dos doentes
compete com a vitamina B12 marcada com éster de acridina no Reagente Lite por
uma quantidade limitada de fator intrinseco purificado, o qual esta ligado por
covaléncia a particulas paramagnéticas na Fase Soélida. O ensaio utiliza Agente
Libertador (hidréxido de sédio) e DTT para libertar a vitamina B12 das proteinas de
ligacdo enddgenas nas amostras e utiliza cobinamida para evitar uma nova ligacao

depois de ser adicionada Fase Sélida & amostra®.
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+ Insulina

Segregada pelas células dos ilhéus de Langerhans pancreaticos, a insulina € a Unica
hormona hipoglicemizante. Favorece o armazenamento e utilizagcdo da glicose pelo
figado, a captacdo da glicose pelas células periféricas e estimula a lipogénese.

A secrecao da insulina é regulada por um mecanismo complexo em que intervém a
glicemia, o glucagon e a hormona do crescimento.

Quando a producéo de insulina é deficiente, a glicose acumula-se no sangue e na
urina, destruindo as células por falta de abastecimento®.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur Insulina € um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em
dois locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza
gquantidades constantes de dois anticorpos. O primeiro anticorpo, no Reagente Lite, €
um anticorpo monoclonal anti-insulina de rato marcado com éster de acridina. O
segundo anticorpo, na Fase Sdélida, € um anticorpo monoclonal anti-insulina de rato

que esta ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas”.

« Anticorpo Anti HBs

O virus da hepatite B esta presente no sangue dos individuos infetados sob a forma de
particulas de Dane. Estas particulas sdo constituidas por um «invélucro» contendo o
antigénio de superficie HBs.

A cura desta hepatite € anunciada pela seroconversao do antigénio HBe, o antigénio
HBs desparece pouco depois dando lugar a anticorpos anti-HBs de classe IgM,
substituidos pouco depois por anticorpos de glasse IgG que persistem durante muitos
anos apos a cura, por vezes de forma isolada.

Este anticorpo encontra-se também presente em individuos imunizados pela vacina da
hepatite B®.

Principio do Teste

O ensaio Anti-HBs ADVIA Centaur € um imunoensaio em “sanduiche” que utiliza
tecnologia de quimiluminometria direta. Os subtipos do HBsAg estdo ligados por
ligacbes covalentes a particulas magnéticas de latex na Fase Sdélida. No Reagente
Lite, os subtipos do HBsAg estdo marcados com éster de acridinio. A partir do poco

auxiliar, sdo adicionadas particulas ndo magnéticas de latex’.
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« Antigénio HBs

O virus da hepatite B esta presente no sangue dos individuos infetados sob a forma de
particulas de Dane. Estas particulas sdo constituidas por um «invélucro» que contém
0 antigénio de superficie HBs. Este aparece seis semanas ap0s a contaminacdo, duas
a quatro semanas antes da ictericia. Em casos de cura desaparece antes do 3° més. A
sua permanéncia para além de seis meses é um sinal de portador assintomético®.
Principio do Teste

O ensaio HBsAg ADVIA Centaur € um imunoensaio do tipo sanduiche que utiliza a
tecnologia direta, quimioluminométrica. As particulas de latex ndo-magnéticas séo
adicionadas a partir do pogo auxiliar. O Reagente Lite, acondicionado numa
embalagem de reagentes auxiliares ReadyPack, contém um anticorpo monoclonal
(rato) anti-HBsde captura biotinilado e um anticorpo monoclonal (rato) anti-HBs
marcado com éster de acridinio. O HBsAg nos complexos da amostra com o0s
anticorpos e as particulas de latéx magnéticas revestidas com streptavidina na fase

sélida, capturam os complexos do anticorpo HBsAg®.

« Estradiol (E2)

O estradiol é o principal estrogénio segregado durante o ciclo ovarico pelos foliculos
de Graaf. E responsavel pela manutencdo dos tecidos do organismo, garantindo a
elasticidade da pele e dos vasos sanguineos e a reconstituicdo 6ssea, entre outras
funcoes.

Numa escala mais baixa, a produgédo é assegurada pelas glandulas supra renais, 0s
testiculos, e pela conversao periférica dos androgénios.

Os recetores de estrogénios encontram-se em numerosos tecidos (ossos, glandulas
mamarias, figado, endométrio...). A sintese e a libertacdo do estradiol sao
estreitamente controladas pelo complexo hipotédlamo-hipofisério, pelo intermédio da
LHRH, da LH e da FSH.

Nos casos de suspeita de hipofertilidade tanto no homem como na mulher, a avaliagdo
da taxa de estradiol, associada aos doseamentos de LH, de FSH e de progesterona,
permite apreciar o funcionamento do eixo hipotalamo-hipofisogonadal e determinar o
nivel da sua integridade.

Na altura das estimula¢cBes ovarianas, com vista a reproducdo medicamente assistida,
0 doseamento do estradiol permite seguir e apreciar a maturacdo folicular. O
doseamento do estradiol, completado com o da LH e da FSH, permite afirmar o

diagnéstico de menopausa.
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Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur eE2 utiliza um formato de ensaio competitivo. O estradiol
enddgeno contido numa amostra é libertado das suas proteinas de ligagdo por um
agente libertador. Depois, um anticorpo monoclonal antiestradiol marcado com éster
de acridina é adicionado para ligar o estradiol disponivel. Por fim, uma fase sélida de
captacao do derivado de estradiol é adicionada a reacdo para competir com o estradiol
para ligacao do anticorpo marcado com acridina. Apos a lavagem, os reagentes acidos

e de base séo distribuidos para iniciar a reagéo quimioluminescente’.

+« Hormona Foliculo-estimulante - FSH

A FSH é uma glicoproteina com peso molecular de, aproximadamente, 30 000
Daltons. A estrutura da FSH mostra a existéncia de 2 subunidades polipéptidicas a e
B, unidas por ligagBes ndo covalentes.

A FSH é produzida de forma pulsatil pelas células gonadotroficas da hipéfise anterior
sob controlo do hipotadlamo. E assegurado um retrocontrolo negativo principalmente
pela inibina, cuja producéo é estimulada pela FSH.

No homem, a FSH exerce a sua funcdo em algumas células do tubo seminifero, as
células de Sertoli, determinando a producédo de ABP (Androgen Binding Protein) e da
inibina.

Na mulher em idade fértil, a FSH em sinergia com a LH, intervém diretamente no
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, aumentando a sua producgéo esteroideia e
determina a ovulacdo. Além disso, a FSH estimula algumas células foliculares (células
da granulosa) levando a producao de inibina. No inicio da menopausa, a producao de
inibina (hormona produzida pelos testiculos no homem, e pelos foliculos ovarianos na
mulher) diminui e observa-se um aumento importante do nivel sérico de FSH.

O doseamento da FSH, associado ou ndo ao da LH, é um parametro essencial da
exploracdo da funcdo de amenorreica, taxas elevadas demonstrardo um
hipogonadismo primario e taxas baixas devem levar a pesquisa de um hipogonadismo
secundario.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur FSH é um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois
locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos que tém especificidade em relacdo a molécula de FSH
intacta. O primeiro anticorpo, no Reagente Lite, € um anticorpo policlonal anti-FSH de

ovelha marcada com éster de acridina. O segundo anticorpo, na Fase Sdélida, € um
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anticorpo monoclonal anti-FSH de rato que esta ligado por covaléncia a particulas

paramagnéticas”’.

+« Hormona Luteinizante - LH

A LH é uma glicoproteina com peso molecular de, aproximadamente, 30 000 Daltons.
A estrutura da LH mostra a existéncia de 2 subunidades polipéptidicas a e 3, unidas
por ligacdes ndo covalentes.

A LH é produzida de forma pulsétil pelas células gonadotroficas da hipofise anterior
sob controlo do hipotalamo. Uma regulagdo negativa é assegurada pelas hormonas
esteroides, cuja producéo é estimulada pela LH: testosterona no homem e o estradiol
na mulher.

No homem, a LH exerce a sua funcdo em células esteroidogénicas (células de Leydig)
do testiculo, estimulando assim a producado de testosterona.

Na mulher em idade fértil, a LH em sinergia com a FSH, intervém diretamente no
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, aumentando a sua producdo esteroidiana e
determina a ovulacdo. Na menopausa, a producdo de estradiol diminui provocando o
aumento da taxa sérica de LH.

O doseamento da LH, associado ou ndo ao da FSH, é um parametro essencial da
exploracdo da funcdo de amenorreica, taxas elevadas demonstrardo um
hipogonadismo primario e taxas baixas devem levar a pesquisa de um hipogonadismo
secundario.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur LH é um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois
locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos que tém especificidade em relacdo a subunidade beta
da molécula de LH intacta. O primeiro anticorpo, no Reagente Lite, € um anticorpo
monoclonal anti-LH de rato marcado com éster de acridina. O segundo anticorpo, na
Fase Sdlida, é um anticorpo monoclonal anti-LH de rato que esta ligado por covaléncia

a particulas paramagnéticas’.

« Progesterona
A progesterona é uma das principais hormonas esteroides segregadas pelo ovario
feminino. Os seus indices aumentam depois da ovulacdo para alcancar o seu ponto

maximo durante a fase luteinica.
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Em caso de gravidez constitui-se um corpo amarelo secretor de progesterona
indispensavel a manutencao da gravidez, que é substituido cerca da 102 semana pela
secrecdo placentaria.

A prova da progesterona constitui uma ajuda no diagnéstico de disfun¢des ovaricas.
No caso de suspeita de uma gravidez extrauterina, a associacdo da prova da
progesterona e da HCG permite acrescentar sensibilidade ao diagndstico.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur Progesterona € um imunoensaio competitivo que recorre a
tecnologia quimiluminescente direta. A progesterona na amostra do doente liga-se a
um anticorpo monoclonal antiprogesterona de rato marcado com éster de acridina no
Reagente Lite. O anticorpo néo ligado liga-se a um derivado da progesterona, ligado

por covaléncia a particulas paramagnéticas na Fase Sélida®.

« Prolactina

A prolactina € uma hormona polipeptidica de massa molecular de cerca de 23 000
daltons e composta por 198 aminoacidos. Sintetizada pelo I6bulo anterior da hipdfise,
a prolactina é segregada de forma pulsatil (todos os 20 minutos) e segue um ritmo
circadiano, sendo os niveis mais elevados atingidos durante o sono. Pode apresentar-
se sob diferentes formas: forma de monémero ou de dimero.

Vérios fatores controlam a secrec¢do de prolactina. Fisiologicamente, a secre¢do de
prolactina € controlada pelo hipotalamo. A Dopamina e 0 GABA sdo 0s principais
inibidores. A TRH (thyrotropin releasing hormone) e a VIP (vasoactive intestinal
peptide) estimulam a secre¢do de prolactina. Fatores exdgenos como 0 exercicio
fisico, o stress, o jejum, a hipoglicémia, podem ser responsaveis por um aumento da
taxa desta hormona.

O principal papel fisiolégico da prolactina na mulher da-se no inicio e durante o
aleitamento. Est4 também implicada na maturacgéo folicular e no desenvolvimento dos
ovocitos.

No homem, tem acao ao nivel das gbnadas.

A hiperprolactinémia foi reconhecida como uma causa de infertilidade no homem e na
mulher. As trés formas de hiperprolactinémia sdo a iatrogénica, associada a
administracdo de alguns medicamentos (antidepressivos, tranquilizantes...), a
hiperprolactinémia primaria associada a tumores hipofisarios e a hiperprolactinémia

secundaria (hipertiréide, insuficiéncia renal...).
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Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur Prolactina € um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em
dois locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza
guantidades constantes de dois anticorpos. O primeiro anticorpo, no Reagente Lite, €
um anticorpo policlonal antiprolactina de cabra marcado com éster de acridina. O
segundo anticorpo, na Fase Sdélida, € um anticorpo monoclonal antiprolactina de rato

que esta ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas”.

« Testosterona

No homem, a testosterona é o principal androgénio segregado pelas células
testiculares de Leydig. A sua secrecdo € regulada pelas hormonas gonadotréficas
hipofisarias sobre as quais a testosterona exerce um retrocontrolo negativo.

Na mulher, dois tercos da testosterona resultam da transformacdo periférica da
delta-4-androstenediona, a qual é segregada metade pelos ovarios e metade pelas
suprarrenais.

A testosterona circula no plasma ligada a uma proteina especifica: a TEBG
(Testosterone Estradiol Binding Globulin).

Doseia-se em caso de hipogonadismo (termo médico para um defeito no sistema
reprodutor que resulta na diminuicdo da funcdo das gonadas) no homem e de
hirsutismo (definido como o crescimento excessivo de pelos em &reas anatomicas
caracteristicas de distribuicdo masculina) na mulher.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur Testosterona € um imunoensaio competitivo que recorre a
tecnologia quimiluminescente direta. A testosterona na amostra do doente compete
com a testosterona marcado com éster de acridina no Reagente Lite por uma
quantidade limitada de anticorpo policlonal antitestosterona de coelho ligado ao
anticorpo monoclonal anticoelho de rato, que esta ligado a particulas paramagnéticas
na Fase Sodlida. O ensaio utiliza Agente Libertador de Testosterona para libertar a

testosterona ligada das proteinas de ligacdo endégenas na amostra®.

« TSH

A hormona tirotréfica ou hormona estimulante da tiroide (TSH) € uma glicoproteina
com um peso molecular de 28 000 a 30 000 daltons. E constituida por duas
sub-unidades peptidicas a e B ligadas de forma ndo covalente. A subunidade a que

contém 92 acidos aminados, € similar as da FSH, da LH e da hCG. A subunidade j,
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que contém 112 4cidos aminados, determina a especificidade biolégica e imunolégica
da hormona. A estas subunidades peptidicas estéo ligados residuos glicolisados.

A producgédo de TSH é assegurada pelas células tirotroficas da hipdfise anterior. A sua
secre¢do na circulacdo sanguinea segue um ritmo circadiano que atinge 0 maximo
entre a uma e as duas horas da manha.

A TSH constitui o principal fator de estimulagédo da glandula da tiroide que determina a
producdo das hormonas T3 e T4. Em contrapartida, estas hormonas exercem um
retrocontrolo da hipoéfise anterior que trava a secrecdo de TSH. A secrecdo desta
hormona estd, além disso, sob o controlo do sistema nervoso central pelo intermédio
de um neuropéptido hipotalamico, a TRH, e de neuromediadores como a
somatostatina ou a dopamina.

No caso de hipertiroidismo, a concentracdo de TSH diminui fortemente, podendo
mesmo ser indetetavel. Em raras formas de hipertiroidismo de origem alta, o
retrocontrolo negativo das hormonas tiroideias ndo produz efeitos e a taxa de TSH néo
diminui.

Nos casos de hipotiroidismo primitivo franco, a concentracdo da TSH & sempre
nitidamente superior ao normal, acompanhada de uma diminuicdo das taxas das
hormonas da tiroide.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur TSH3-Ultra é um ensaio da terceira geracdo que emprega
anticorpo monoclonal anti-FITC ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas, um
anticorpo monoclonal de captura anti-TSH marcado com FITC e um tragador composto
por um éster de acridina proprio e um anticorpo mAb anti-TSH conjugado com

albumina de soro bivino (BSA) para detecéo quimioluminescente®.

« Triiodotironina - T3

A triiodotironina (T3) é uma hormona proveniente em parte da secrecdo tiroidiana
(20%) e em maioria da desiodacao periférica da T4 em T3 (80%). Sendo a T3
fisiologicamente muito mais ativa que a T4, contribui de forma importante para a
manutencédo da eutiroidia (estado em que ha um nivel normal de hormonas tiroideias).
A T3 circula de forma livre (0.3%) ou ligada a proteinas portadoras (>99,7%) tais como
a TBG (thyroxine binding globulin), a albumina ou a pré-albumina. A forma livre é a
fracao fisiologicamente ativa e parece ter mais influéncia sobre o controlo metabdlico.
O doseamento da T3 deve ser utilizado conjuntamente com outros testes, tais como o

doseamento da TSH e da T4 assim como o exame clinico do paciente.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 57



2 e ]
t:....fﬂr FACULDADE DE FARMACIA
T~ LABORATORIO NOVA ERA

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur T3 é um imunoensaio competitivo que recorre a tecnologia
de quimiluminescéncia direta. A T3 na amostra do doente compete com a T3 analoga,
gue esta ligada por covaléncia a particulas paramagnéticas na Fase Sélida, por uma
guantidade limitada de anticorpo monoclonal anti-T3 de rato marcado com éster de

acridina no Reagente Lite®.

« T3 Livre

A T3 livre (FT3) ndo contribui para o diagnoéstico do hipotiroidismo. Esta hormona tem
um papel diagndéstico especialmente importante nos seguintes casos: Hipertiroidismo,
seguimento de pacientes Hipotiroideus tratados com Tiroxina e com antitiroideus e no
Sindroma de diminui¢édo da T3.

O doseamento da T3 Livre deve ser utilizado conjuntamente com outros testes, tais
como o doseamento da TSH e da T4 Livre assim como o exame clinico do paciente.
Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur FT3 € um imunoensaio competitivo que recorre a tecnologia
guimiluminescente direta. A FT3 na amostra compete com uma T3 analoga, que esta
ligada por covaléncia a particulas paramagnéticas na Fase Sdélida, por uma quantidade
limitada de uma combinac&o de anticorpos monoclonais anti-T3 de rato marcados com

éster de acridina no Reagente Lite®.

« Tiroxina - T4

A tiroxina (T4) é uma hormona proveniente da secrecao tiroidiana e cuja maior parte
esta ligada a proteinas portadoras (99,9%), principalmente a TBG (thyroxine binding
globulin). A fracéo livre é considerada como a parte ativa da hormona.

A determinacdo da T4 é uma ajuda a exploracdo da funcgéo tiroidiana, caracterizado
por uma diminuicdo da concentracdo em caso de hipotiroidismo e de um aumento da
concentracdo durante um hipertiroidismo.

Este doseamento deve estar igualmente associado aos doseamentos de TSH e da T3
assim como o exame clinico do paciente.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur T4 € um imunoensaio competitivo que recorre a tecnologia
de quimioluminescente direta. A T4 na amostra do doente compete com a T4, que esta

ligada por covaléncia a particulas paramagnéticas na Fase Sdélida, por uma quantidade
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limitada de anticorpo monoclonal anti-T4 de rato marcado com éster de acridina no

Reagente Lite®.

« T4 Livre

A fracdo da T4 que permanece livre (FT4) é considerada como a parte ativa da
hormona. Os mecanismos da regulacdo da funcéo tiroideia agem diretamente na
concentracao desta fracao livre, o que explica a sua independéncia relativa em relagcéo
a concentracdo em proteinas portadoras.

No hipertiroidismo, a concentracdo em T4 livre aumenta, enquanto no hipotiroidismo a
concentracao esti geralmente mais baixa.

Os pacientes sob hormonoterapia substitutiva (LT4) podem apresentar um aumento da
T4 livre mesmo se clinicamente eutiroideus.

Este doseamento deve estar igualmente associado aos doseamentos de TSH e o
exame clinico do paciente.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur FT4 € um imunoensaio competitivo que recorre a tecnologia
guimiluminescente direta. A FT4 na amostra do doente compete com a T4 marcada
com éster de acridina no Reagente Lite por uma quantidade limitada de anticorpo
policlonal anti-T4 biotinilado de coelho. A anti-T4 marcada com biotina esta ligada a

avidina, que esta ligada por covaléncia a particulas paramagnéticas na Fase Sélida’.

« Anticorpo Anti-Tiroglobulina

A tiroglobulina é uma glicoproteina e é a principal constituinte do coloide da tiroide
(carcinoma diferenciado), com um peso de 660 kD. A tiroglobulina é o suporte da
sintese, do armazenamento e da libertacdo das hormonas tiroideias.

A presenca de anticorpos antitiroglobulina constituem a prova de varias afe¢cdes na
tiroide®.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur Anti-Tg € um imunoensaio competitivo que recorre a
tecnologia de quimiluminescente direta. O autoanticorpo da tiroglobulina na amostra
do doente compete com o anticorpo policlonal anti-Tg humano ligado a um anticorpo
policlonal anti-humano de cabra ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas na
Fase Sélida por uma quantidade limitada de tiroglobulina humana marcada com éster

de acridina no Reagente Lite®.
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« Anticorpo Anti-Tiroperoxidase

A tireoperoxidase (TPO) é a principal enzima envolvida no procedimento de sintese
das hormonas da tiroide, é uma glicoproteina, expressa apenas em ceélulas foliculares
da tiroide. E é o principal antigénio na particula microssomal da tiroide.

Os anticorpos antitireoperoxidase estédo presentes em 4 a 9% dos adultos normais, em
57-74% dos pacientes com doenca de Graves, em 99-100% dos pacientes com
doenca de Hashimoto ou mixedema idiopatico, em 19% dos casos de tumores
diferenciados de tiroide e, raramente, em pacientes com tiroidite subaguda. A
prevaléncia de positividade em pacientes idosos (80 anos) € mais alta nas mulheres
(10%) em comparacéo com os homens (2%)2.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur Anti-TPO é um imunoensaio competitivo que recorre a
tecnologia quimiluminescente. O autoanticorpo da peroxidase da tiroide na amostra do
doente compete com o anticorpo monoclonal anti-TPO de rato ligado por covaléncia a
particulas paramagnéticas na Fase Sodlida por uma quantidade limitada de TPO
humana em complexo com um anticorpo anti-TPO de rato marcado com éster de

acridina no Reagente Lite®.

« Alfafetoproteina - AFP

A alfa-fetoproteina é uma glicoproteina (alfa-1-globulina), com um peso molecular de
cerca de 67 kD, sintetizada pelo figado, é a principal proteina do soro fetal, dai o seu
nome. Possui muitos epitopos. E reconhecida por numerosos anticorpos, tanto
policlonais como monoclonais e tem um tempo de semivida de 5 a 6 dias.

O seu reaparecimento na crianga ou no adulto observa-se nos cancros do figado e do
testiculo, sem duvida devido & auséncia de repressédo do gene que codifica para essa
proteina.

Constitui a 12 escolha como marcador nos hepatomas, tumores germinais do ovario e
tumores germinais do testiculo (ndo seminomas). Pode também estar aumentado
devido a causas ndo oncoldgicas, como hepatopatia cronica e gravidez.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur AFP € um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois
locais que recorre a tecnologia quimiluminométrica direta, a qual utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos. O primeiro anticorpo, no Reagente Lite, € um anticorpo

policlonal de afinidade purificado anti-AFP de coelho marcado com éster de acridina. O
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segundo anticorpo, na Fase Sélida, € um anticorpo monoclonal anti-AFP de rato ligado

por covaléncia a particulas paramagnéticas”.

« CA153

O CA 15.3 é uma glicoproteina circulante associada aos cancros da mama, com um
peso molecular de 300-450 kD. E reconhecido por dois anticorpos monoclonais (DF3 e
115D8), um dirigido contra a fragcdo rica em antigénios membranares do cancro da
mama, o outro contra as lipoproteinas do leite humano. Constitui uma segunda
escolha como marcador para o rim. Pode apresentar-se aumentado devido a causas

ndo oncoldgicas, como as hepatopatias.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur CA 15-3 é um imunoensaio totalmente automatizado do tipo
sanduiche, efetuado em duas etapas, que recorre a tecnologia quimiluminométrica
direta. O Reagente Lite € composto por um anticorpo monoclonal de rato, o DF3,
especifico para o CA 15-3, marcado com éster de acridina. O Reagente Conjugado &
composto por um anticorpo monoclonal de rato, o 115D8, especifico para o CA 15-3,
marcado com fluoresceina.

A Fase Solida é composta pelo anticorpo monoclonal de captura de rato purificado,
que esté ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas. A amostra fica a incubar
com Reagente Conjugado e Fase Solida simultaneamente durante 20 minutos. Apds a
incubacado, o imunocomplexo € lavado e o Reagente Life é adicionado, fica a incubar
durante outros 20 minutos e depois € novamente lavado. Este protocolo de duas

etapas elimina o efeito de gancho de dose elevada neste ensaio’.

« CA 125

O CA 125 é uma glicoproteina circulante associada aos cancros do ovario
(adenocarcinoma seroso), tem um peso molecular de cerca de 500 kD e possui um
tempo de semivida de cerca de 5 dias.

Pode estar aumentado em causas ndo oncolégicas, como a menstruacao, cirroses
ascitogénicas, derrames pleurais, peritoneais e pericardicos, insuficiéncia cardiaca
congénita, sindroma de Meigs e pneumonite.

Principio do Teste

O ADVIA Centaur CA 125 Il € um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois
locais que recorre a tecnologia quimiluminométrica direta e que utiliza dois anticorpos

monoclonais de rato especificos para CA 125. O primeiro anticorpo visa o dominio
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antigénico do M11 e esta marcado com éster de acridina. O segundo anticorpo visa o
dominio antigénico do OC 125 e esta marcado com fluoresceina. O imunocomplexo
formado com a CA 125 é capturado pelo anticorpo antifluoresceina monoclonal de rato

ligado a particulas paramagnéticas na Fase Soélida’.

« CA19.9

O CA 19.9 ou GICA (gastro-intestinal carbohydrate antigen) € uma glicoproteina
circulante com um peso molecular de cerca de 360 kD, associada aos cancros do
pancreas, estdbmago, vias biliares e bexiga. Pode ser utilizado como segunda escolha
nos cancros do colon, reto e rim. Encontra-se também aumentado em certas situacdes
ndo oncologicas, como, ictericia, patologia benigna do tubo digestivo, do pancreas, do
figado e das vias biliares, patologia benigna do pulméo, nefropatia diabética, diabetes
mal controlada e doencas reumaticas.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur CA 19-9 € um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em
duas etapas que recorre a tecnologia quimiluminométrica direta e que utiliza um Unico
anticorpo monoclonal, o 1116-NS19-9, tanto para a Fase Solida como para o
Reagente Lite. O anticorpo é ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas na
Fase Sélida e o0 mesmo clone de anticorpo é marcado com éster de acridina no
Reagente Lite. A amostra e a Fase Sdlida ficam a incubar a uma temperatura de 37°C
durante 7,5 minutos, seguindo-se uma etapa de lavagem para remover o excesso de
antigénios nado ligados. O Reagente Lite reage entdo com os antigénios CA 19-9
ligados na Fase Solida durante uma incubacdo adicional de 20 minutos. Por isso, o

efeito de gancho de dose elevada é eliminado neste ensaio®.

<« Antigénio Carcioembrionério - CEA

O antigénio carcinoembrionario (CEA) € um antigénio circulante com um peso
molecular de cerca 200Kd, possui um tempo de semivida de 6-8 dias associado aos
cancros tiroide (indiferenciado), pulmdo (adenocarcinoma), célon e reto, ovario
(adenocarcinoma mucinoso) e endométrio (adenocarcinoma). Pode ser utilizado como
segunda escolha nos cancros do esdéfago (adenocarcinoma), do estbmago, do
pancreas, das vias biliares e da mama.

Encontra-se também aumentado em certas situacdes ndo oncoldgicas, como patologia
benigna do tubo digestivo e do figado, patologia benigha do pulméao, insuficiéncia renal

cronica.
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Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur CEA é um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois
locais que recorre a tecnologia quimiluminométrica direta, a qual utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos. O primeiro anticorpo, no Reagente Lite, € um anticorpo
policlonal purificado anti-CEA de coelho marcado com éster de acridina. O segundo

anticorpo, na Fase Sdlida, € um anticorpo monoclonal anti-CEA de rato ligado por

covaléncia a particulas paramagnéticas’.

« Antigénio especifico da prostata - PSA

Este antigénio € uma glicoproteina segregada pelas células glandulares da préstata e
nao se encontra em qualquer outro tecido.

Como marcador da prostata eleva-se em todas as infecbes prostaticas em evolugao
(adenoma, prostatite e cancro) mas o seu aumento é muito mais importante e mais
rapido em caso de cancro.

Assim, o doseamento do PSA é o melhor meio de despistagem do cancro da préstata.
PSA fracgéo livre

Este antigénio € uma glicoproteina (7-12% residuos de carbohidratos), com um peso
molecular de 29kD, usa-se exclusivamente em relacdo ao PSA total: relagdo mais alta
na hipertrofia benigna (HBP), mais baixa no cancro; utiliza-se apenas quando o PSA
total se situa entre 4 e 20 pg/l (ng/ml).

E reconhecida por anticorpos monoclonais.

Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur PSA é um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois
locais que recorre a tecnologia quimiluminométrica direta, a qual utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos. O primeiro anticorpo, no Reagente Lite, € um anticorpo
policlonal anti-PSA de cabra marcado com éster de acridina. O segundo anticorpo, na
Fase Sdlida, € um anticorpo monoclonal anti-PSA de rato que esta ligado por

covaléncia a particulas paramagnéticas’.

« Paratormona - PTH

A paratormona contribui para manter a calcemia normal. Ao nivel dos 0ssos, aumenta
a absorcdo Ossea estimulando os osteoclastos e deprimindo a atividade dos
osteoblastos; ai nivel dos rins, estimula a reabsorcdo do calcio e aumenta a fosfaturia.

A sua secrecéo é regulada pela calcemia®.
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Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur PTH Intacta é um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado
em dois locais que recorre a tecnologia quimiluminométrica direta, a qual utiliza
gquantidades constantes de dois anticorpos anti-PTH humana no Reagente Lite. O
primeiro anticorpo € um anticorpo policlonal anti-PTH humana de cabra (N-terminal 1-
34) marcado com éster de acridina. O segundo anticorpo € um anticorpo policlonal
anti-PTH humana de cabra biotinilado (regido 39-84). A estreptavidina na Fase Sdlida

é ligada por covaléncia a particulas paramagnéticas de latex”.

<« Anticorpo Anti — Virus da Hepatite C (VHC)

A hepatite C transmite-se habitualmente pelo sangue e excecionalmente por via
sexual. Foi durante muito tempo a hepatite pds-transfusional mais frequente.
Atualmente o risco de contagio pés-transfusional é fraco, devido a obrigatoriedade de
despiste para todos os dadores de sangue.

O diagndstico desta hepatite assenta essencialmente na detecdo de anticorpos anti-
VHC, o qual se encontra presente apenas em pessoas que contactaram com o virus®.
Principio do Teste

O ensaio ADVIA Centaur VHC é um imunoensaio indireto do tipo sanduiche de duas
lavagens utilizado para a detecdo do anticorpo IgG do virus da hepatite C (VHC) no
soro ou plasma humano.

O ensaio ADVIA Centaur VHC utiliza dois antigenos do VHC recombinantes
codificados (c200 e NS5) e um péptido (c22) de nucleo codificado de VHC sintético. A
proteina c200 deriva de ambas as sequéncias NS3 e NS4. Ha pelo menos dois
epitopos principais localizados nas regides NS3 e NS4. Estes dois importantes
epitopos especificos foram extensivamente estudados e revelaram ser importantes
para a detecdo de anticorpos em individuos infetados pelo VHC. O antigeno NS5 é
derivado de uma parte suposta de polimerase de ARN do genoma do VHC. Um
namero significativo de individuos infetados com VHC desenvolve uma resposta
imunolégica ao NS5. O péptido c22 é uma sequéncia de aminoacidos derivada da
regido nuclear do genoma. Este péptido contém o principal epitopo nuclear do VHC.
Uma resposta imunoldgica a proteina nuclear & muitas vezes um indicador precoce de

infecdo por VHC®.
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VIDAS - BIOMERIEUX

O VIDAS ¢é um sistema
multiparameétrico de
imunoensaio com 5 seccdes
diferentes, tendo cada uma
seis posi¢des de teste, o que
permite que diversos
parametros sejam efetuados
em simultdneo. As analises
podem ser realizadas teste a
teste ou em série.

Este equipamento utiliza o

método imunoenzimatico por Figura 8 - VIDAS

sanduiche com detecao final por fluorescéncia (ELFA). A reacdo decorre em fase
sélida (cone), os determinantes antigénicos/anticorpos da amostra sdo capturados
pelas imunoglobulinas monoclonais/antigénios fixados no cone, apés a lavagem dos
componentes ndo fixados, o anticorpo marcado com fosfatase alcalina liga-se aos
determinantes antigénicos. Uma segunda lavagem elimina o conjugado nao fixado.
Durante a etapa final de revelagdo, o substrato (4-metil-umbeliferil fosfato) é
hidrolisado a 4-metil-umbeliferona, sendo a reacdo catalisada pela enzima do
conjugado. O produto final emite fluorescéncia proporcional a concentragdo dos

determinantes antigénicos'".
TESTES REALIZADOS

« Anticorpos Anti-HVA (IgM e IgG)

A Hepatite A € uma doenca aguda do figado, causada pelo virus da hepatite A (HVA),
geralmente de curso benigno.

A transmissdo € feita pela ingestdo de alimentos mal cozinhados e &guas
contaminadas por fezes que contenham o virus (transmisséo fecal-oral), sendo
também transmitido por via sexual.

O diagnéstico da hepatite A assenta na detecdo de anticorpos anti-HVA da classe IgM

pois esses anticorpos sdo detetaveis desde os primeiros sinais clinicos, persistindo
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dois ou trés meses. Os anticorpos da classe IgG aparecem no soro pouco depois ds
IgM e persistem toda a vida.
A pesquisa sistematica de IgG anti-HVA na populagédo adulta em geral tem mostrado

uma elevada frequéncia das formas assintomaticas®.

« Cortisol

O Cortisol € uma hormona corticosteroide da familia dos esteroides, produzida pela
parte superior da glandula suprarrenal, diretamente envolvida na resposta ao stress.

A sua forma sintética, chamada de hidrocortisona, € um anti-inflamatério usado
principalmente no combate as alergias, a artrite reumatoide e alguns tipos de cancro.
O nome cortisol, deriva de cortex.

Tem trés a¢les primarias: estimula a quebra de proteinas, gorduras e € responséavel
pela metabolizacdo da glicose no figado. Considerada a hormona do stress, ativa
respostas do corpo perante situacfes de emergéncia para ajudar a resposta fisica aos
problemas, aumentando a pressao arterial e o agclicar no sangue, de forma a aumentar
a energia muscular. Ao mesmo tempo todas as funcbes anabdlicas de recuperacao,
renovacao e criacdo de tecidos sdo paralisadas e o organismo concentra-se na sua
funcdo catabdlica para a obtencdo de energia. Uma vez que o stress € pontual,
ultrapassado o problema, os niveis hormonais e o processo fisiolégico volta a
normalidade, mas quando este se prolonga, 0s niveis de cortisol nho organismo

aumentam.

<« Anticorpos Anti Epstein Barr — VCA (IgM e IgG)

O Epstein Barr € um virus pertencente a familia Herpesviridae, que apresenta
tropismo para os linfécitos B. A primoinfecdo pode ser assintomatica, mas pode
também manifestar-se através da mononucleose infeciosa e em casos muito
especificos pode conduzir a sindromas linfoproliferativos do tipo linfoma.

E um virus ubiquitario e com distribuicdo mundial e a infecdo por este virus
transmite-se pela saliva e objetos contaminados.

Entende-se por VCA - Antigénio da Capside Viral, que € uma proteina estrutural.

As IgM anti-VCA sao sintetizadas nas infe¢cdes assintométicas e na Mononucleose
Infeciosa, enquanto as IgG anti-VCA sé@o sintetizadas em todo o tipo de patologias

associadas ao EBV®.
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« Antigénio e Anticorpo HBe

Este antigénio indica-nos em geral uma replicagéo viral ativa do virus da hepatite B, os
hepatdcitos cujo DNA integrou o DNA do virus produzem uma grande quantidade de
antigénios HBs e HBe que se encontram no sangue com o DNA viral. As lesbes
hepaticas sdo discretas porque nesta fase a resposta imunitaria permanece fraca.
ApOs alguns anos de evolucéo a presenga do anticorpo HBe indica o fim da replicacdo
viral e 0 aumento da resposta imunitaria.

O antigénio Hbe aparece ao mesmo tempo que o antigénio HBs e desaparece antes

dele, sendo a sua persisténcia para além de trés meses, sinal de doenca crénica®.

« Anticorpos Anti Citomegalovirus (IgM e 1gG)

O Citomegalovirus faz parte da familia dos herpesvirus, pode causar patologias graves
tanto na crianga como no adulto. O CMV pode persistir no organismo de uma pessoa
infetada durante anos e causar infeces recorrentes ou ser transmitido a outra pessoa.
O CMV é um virus que se encontra frequentemente (60 a 85% da populagcédo esta
infetada), no entanto a maioria dos casos sdo assintomaticos.

A detecdo das IgM anti-CMA é util no diagnéstico das infecBes primarias recentes,
especialmente na mulher gravida. As IgM anti-CMV presentes em cerca de 70% das
primo-infecdes, persistem, em geral, 16 a 20 semanas apoés a infecdo e podem surgir
novamente, de forma inconstante, durante as reativagoes.

A detecdo das IgG anti-CMV é uma ajuda ao diagndstico da infecdo pelo CMV e na

avaliac&o do estatuto imunitario dos doentes”.

« Anticorpos Anti HIV | e Il

O HIV (virus da imunodeficiéncia humana) € o agente da SIDA, é um retrovirus com
tropismo para os linfécitos T CDA4.

O método mais simples para o diagnostico do HIV é a determinagdo da presenca de
anticorpos, no entanto como ndo sdo detetados os antigénios virais, ndo permite
reconhecer a infecdo na sua fase mais precoce, isto é antes da formacdo de
anticorpos. Esta fase pré serolégica dura em média trés semanas e ndo excede

normalmente as seis semanas®.
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« Anticorpos Anti HBc (Total e IgM)

O virus da hepatite B esta presente no sangue dos individuos infetados sob a forma de
particulas de Dane. Estas particulas sdo constituidas por um «invélucro» contendo o
antigénio de superficie HBs e um «centro» que contém o antigénio HBc.

O antigénio HBc s6 pode ser detetado no sangue quando a particula de Dane se
desenbaragou do seu invélucro pelos detergentes, o que ndo se realiza na prética
corrente. Pelo contrario, a presenca do anticorpo anti-HBc é facil de evidenciar no
soro.

O anticorpo anti-HBc do tipo IgM, aparece pouco tempo depois do antigénio HBs e
raramente persiste mais de trés meses. O anticorpo IgG anti-HBc aparece ao mesmo
tempo e presiste no soro qualquer que seja a evolugdo, para a cura ou para a
cronicidade. Os anticorpos anti-HBc ndo s&o protetores; sdo simplesmente

testemunhas da doenca®.

« Anticorpos Anti Toxoplasmose (IgM e 1gG)

O Toxoplasma gondii, protozoério, parasita intracelular obrigatério, € um protozoario
muito frequente no homem. O parasita, cujo hospedeiro definitivo € o gato, encontra-
se disseminado na natureza e infeta inimeros outros mamiferos.

A toxoplasmose é geralmente muito discreta no individuo imunocompetente, mas os
danos fetais, como nos imunodeprimidos, porém podem ser severos. A toxoplasmose
congénita devida a uma contaminag¢do maternal pré-concecional é excecional e ocorre
frequentemente nas mulheres imunodeprimidas. As que s&8o seronegativas s&o
suscetiveis de serem infetadas durante a gravidez. A transmisséo que pode ocorrer ao
feto, resulta da passagem transplacentaria de toxoplasma durante a fase aguda da
doenca. A frequéncia e a gravidade dos danos fetais dependem de vérios fatores,
entre os quais, a data do aparecimento da infecdo maternal, a violéncia da estirpe
infetante, a importancia do inécuo e a qualidade da resposta imunitaria da mée.

O diagnostico de uma infe¢cdo por Toxoplasma gondii baseia-se essencialmente na
exploracao laboratorial: detecéo das imunoglobolinas especificas (IgM e IgG).

O diagnéstico de uma infecdo aguda adquirida durante a gravidez far-se-a pela
detecdo de uma seroconversdo, ou por um aumento significativo do titulo de

anticorpos detetados em duas colheitas sequenciais analisadas em paralelo®.
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« Anticorpos Anti Rubéola (IgM e IgG)

A infecéo pelo virus da rubéola, tanto nas criangas como nos adultos, € benigna e de
curta duracédo. Pode, no entanto, ter consequéncias muito graves para o feto (infecéo
congénita) se for contraida por uma mulher gravida, sobretudo se a infecdo surgir
durante os trés primeiros meses de gravidez.

O diagnostico de uma infecéo rubedlica baseia-se essencialmente na serologia e,
particularmente, na pesquisa das IgM especificas: na maioria dos casos a presenca de
IgM antirrubéola esta correlacionada com uma primoinfecéo recente.

A detecdo das IgG antirrubéola € uma ajuda ao diagnostico da infeg&o pelo virus da
rubéola e na avaliagdo do estatuto imunitario dos doentes no que diz respeito a este

virus®.

« B-HCG

A hormona coriogonadotrofica (hCG) € uma glicoproteina com um peso molecular de
cerca de 40 kD (19 a subunidade beta), segregada pelo sinciciotrofoblasto que
mantém durante o 1.° trimestre da gestacdo a secrecdo do corpo amarelo, até que a
placenta o substitua. Esta hormona surge 48 horas apds a implantacéo do ovo.

O seu doseamento no sangue permite assim realizar o diagndstico precoce da
gravidez. A B-hCG serve também de marcador tumoral porque é segregada por certos
tumores trofoblasticos ou testiculares, estd associada aos tumores do ovario
(coriocarcinoma, tumor de células germinais), trofoblasto (mola hidatiforme) e testiculo
(ndo seminomas, 25% dos seminomas).

E reconhecido por numerosos anticorpos tanto policlonais como monoclonais tanto

para a molécula inteira como para a subunidade beta.
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MINICAP

O MINICAP é um aparelho completamente
automético, com leitura de codigos de
barras, que faz a separacédo das fracGes
das proteinas usando um sistema de dois
capilares (eletroforese capilar) **

Figura 9 - MINICAP
ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese € definida como o transporte, em solucéo eletrolitica, de compostos
carregados eletricamente sob a influéncia de um campo elétrico, no qual a separagéo
entre dois solutos ocorre de acordo com diferengcas entre suas mobilidades
eletroforéticas. O uso de capilares com didmetros internos extremamente pequenos
(na faixa de 15-100um) permite uma melhor dissipac¢do do calor e, assim, € possivel
obter uma alta eficiéncia de separacdo com tempo reduzido de analise.

A eletroforese capilar permite separar as proteinas séricas totais em 6 fracbes
distintas: Albumina, Alfa 1, Alfa 2, Beta 1, Beta 2 e Gama globulinas.

A banda da albumina é relativamente homogénea, porém as demais sdo compostas

por uma mistura de diferentes proteinas.

« Albumina

E a proteina mais abundante no plasma, correspondendo a cerca de 60% da
concentracao total de proteinas. E sintetizada exclusivamente pelo figado, aparecendo
primeiro no citoplasma dos hepat6citos como um precursor chamado pré-albumina.
Possui um papel muito importante em diversas fun¢cbes do organismo, como o
transporte de diferentes substancias e em especial a manutencdo da pressao
oncatica.

Foram descritas mais de 20 variantes genéticas de albumina. O tipo mais comum é
chamado albumina A. Essas albuminas variantes podem resultar numa faixa de
albumina larga na eletroforese de proteinas séricas ou podem dar origem a duas
faixas distintas (bisalbuminémia). Nenhuma dessas variantes foi ainda associada a
manifestacdes patologicas. Na rara sindrome de auséncia congénita de albumina, os
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pacientes podem apresentar edema moderado, mas podem evitar as consequéncias
hemodinamicas com a utilizacdo de mecanismos compensatérios, como o aumento
das globulinas do plasma, que assumem algumas das funcdes da albumina. O
problema bioquimico principal nesses pacientes € uma alteracdo no metabolismo
lipidico, com aumento de colesterol, fosfolipidios e outras lipoproteinas.

Uma hiperalbuminémia pode corresponder a desidratagdo, enquanto uma
hipoalbuminémia pode dever-se a uma redistribuicdo do fluido intracelular para o
compartimento extracelular, retengcdo de agua, sintese diminuida (resposta
inflamatdria aguda e cronica, insuficiéncias cardiaca e renal, perdas intestinais ou

outras perdas, cirrose hepatica avancada e neoplasias).

« Alfa-1-Globulinas

A alfa-1-antitripsina corresponde a cerca de 90% das proteinas que se encontram na
faixa das alfa-1-globulinas. A deficiéncia da alfa-1-antitripsina esta associada ao
enfisema pulmonar e a cirrose hepatica. S0 é detetavel pela eletroforese quando
homozigética; os estados heterozigoticos s6 podem ser identificados por técnicas
imuno-enzimaticas que também sdo utilizadas para confirmacdo das deficiéncias
homozigéticas.

E uma das proteinas de fase aguda e pode ser encontrada noutros fluidos organicos,
como lagrimas, sémen e liquido amnibtico. Nos 10% restantes, estdo a alfa-1-
glicoproteina acida, a alfa-fetoproteina e outras proteinas. Os niveis elevam-se nas
doencas inflamatérias agudas e cronicas, neoplasias, apds traumas ou cirurgias e
durante a gravidez ou estrogenioterapia. Nos hepatocarcinomas, a elevacdo pode

acontecer pelo aumento da alfa-fetoproteina.

+« Alfa-2-Globulinas

Inclui a haptoglobina, a alfa-2-macroglobulina e a ceruloplasmina. Raramente se
encontram alteracbes nesta banda eletroforética, j& que a diminuicdo de um
componente € compensada pelos demais mesmo dentro da banda de referéncia.
Niveis elevados de alfa-2-macroglobulina associados a diminuicdo da albumina
acontecem na sindrome nefrotica.

Os niveis de haptoglobina e de ceruloplasmina podem apresentar-se elevados em
numerosas situacdes que levam a reacdo de fase aguda. Os niveis de haptoglobina
apresentam-se diminuidos nas hepatopatias graves, ha anemia megaloblastica, em
situacBes de aumento da hemoglobina livre, como na hemdlise de eritrécitos ou na

reabsor¢cdo de grandes hematomas e na terapia com estrogénios e corticoides. Os
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niveis de ceruloplasmina aumentam na estrogenioterapia e encontram-se diminuidos
na doenca de Wilson, na desnutricdo, no sindrome nefrético e nas enteropatias com
perda de proteina.

A intensidade da banda a2 pode estar aumentada e estender-se para o catodo quando
se formam os complexos hemoglobina-haptoglobina. Neste caso a amostra esta

normalmente hemolisada.

<« Betaglobulinas

Composta pelas beta-lipoproteinas (LDL), transferrina, C3 e outros componentes do
complemento, beta-2-microglobulina e antitrombina Ill. A reducéo desta banda néo é
frequente e a sua variagdo é proporcional a concentracdo de transferrina. A anemia
por deficiéncia de ferro leva ao aumento da transferrina. O hipotiroidismo, a cirrose
biliar, as nefroses e alguns casos de diabetes mellitus podem evidenciar-se pelo
aumento do colesterol e consequente aumento das beta-lipoproteinas (LDL). A beta-
globulina estad frequentemente elevada nos casos de ictericia obstrutiva e menos
frequentemente em alguns casos de hepatite. Quase sempre, esta elevada nos casos
de cirrose hepéatica. Nesses casos, pode aparecer junto com sobreposicdo ou fusdo
das bandas beta e gama pelo aumento de IgA, que ocorre nas cirroses hepaticas,
infecBes da pele ou trato respiratério e na artrite reumatoide. Elevacdes causadas
provavelmente pelo aumento dos componentes do complemento podem ocorrer na

hipertensdo maligna, doenca de Cushing, poliartrite nodosa e carcinomas.

« Gamaglobulinas

As gamaglobulinas s&o compostas pelas imunoglobulinas, predominantemente pela
lgG. As imunoglobulinas A,M,D,E e a proteina C reativa encontram-se na area de
juncdo beta-gama. A auséncia ou a diminuicdo da banda gama indica
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas. O aumento desta banda sugere o
aumento policlonal das gamaglobulinas associadas a doencas inflamatorias crénicas,
reacOes imunes, doencas hepaticas ou neoplasias disseminadas.

Bandas oligoclonais podem eventualmente ser observadas em infecBes virais
cronicas, em algumas infe¢cdes bacterianas como as pneumonias por pneumococos e
as hepatites crénicas ativas.

Tuberculose, sarcoidose, linfogranuloma venéreo e sifilis terciaria sdo doencas
crénicas que levam ao aumento desta banda. Artrite reumatoide, lUpus eritematoso
sistémico e outras colagenoses podem apresentar niveis normais a acentuadamente

aumentados, dependendo da fase de atividade da doenca. Niveis aumentados
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também sdo encontrados em linfomas malignos, doenca de Hodgkin e leucemia
linfocitica cronica. Tipicamente, a macroglobulinemia de Waldenstrom e o mieloma
multiplo exibem um pico homogéneo, que pode ou ndo resultar do aumento total da
area gama.

As hepatopatias cursam frequentemente com aumento da banda das gamaglobulinas.
Na hepatite, verifica-se um aumento da beta e gamaglobulinas com redugdo da
albumina. Nas cirroses, o0 padr&o mais sugestivo consiste na elevacdo da
gamaglobulina de base ampla, juntamente com a fuséo da beta e da gamaglobulina,
sem a individualiza¢do dos picos da chamada ponte beta-gama. Apenas cerca de 20%
dos cirréticos apresentam a fusdo completa e cerca de 3% apresentam a fuséo parcial.
Os perfis das proteinas na urina sdo semelhantes aos do soro. No entanto, as

intensidades relativas das fracdes ou a sua presenca podem variar de acordo com a
capacidade de filtrac&o do rim®.
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Figura 10 - Representacdo em bandas e grafico de um  a eletroforese normal das proteinas

TESTE PARA DETECAO DA BRUCELOSE — BRUCELLOSLIDETES T

A Brucelose humana é uma antropozoonose, provocada pela Brucella. O homem é
apenas um hospedeiro acidental para a Brucella, porém esta zoonose pode atingir
todos os animais, domeésticos e selvagens, dai a raz&o da sua dispersdo mundial. Os
animais doentes excretam as bactérias pelo leite, urina e placenta; isto explica a
contaminagéo inter-animal e humana, assim como a disseminag&o do microrganismo.
Neste teste se 0 soro a testar apresentar aglutininas especificas da Brucelose, o
antigénio acido tamponado, corado de Rosa Bengala, é aglutinado®.
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TESTE PARA DETECAO DE TREPONEMA PALLIDUM — VDRL RPR NOSTICON I
Treponema pallidum é uma espécie de bactéria gram-negativa do grupo das
espiroquetas e 0 agente causador da Sifilis.

O RPR-nosticon Il é um teste de floculagéo néo treponema macroscopico e é utilizado
para detetar a reagina (anticorpo presente no sangue de doentes de sifilis responsavel
pela reacéo positiva a certos testes serologicos). Quando se mistura uma gota de soro
positivo e de reagente numa lamina de teste, formam-se fléculos pretos que s&o
visiveis macroscopicamente devido a presenca de particulas de carbono. Quando o
anticorpo reagina ndo esta presente, a floculacdo ndo ocorre e aparece uma cor

cinzenta uniforme®.

TESTE PARA DETECAO DE FATOR REUMATOIDE - WALLER ROS E
POLYARTEST FUMOUZE

O Polyartest Fomouze é um kit de teste de hemaglutinacdo rapido, para detetar o fator
reumatoide (RF) no soro humano. O fator reumatoide (FR) encontra-se no soro de
doentes com artrite reumatoide.

O Fator reumatoide também tem atividade contra a IgG animal. Devido a variedade de
fatores reumatoides ndo ha um anico teste que os consiga detetar todos.

O reagente do teste Polyartest Fomouze é uma suspensao de células sanguineas de
ovelha estabilizadas com IgG de coelho antiovelha.

Quando o fator reumatoide esta presente na amostra é visivel uma aglutinacio®.
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HEMATOLOGIA

EQUIPAMENTOS ANALITICOS - METODOS E TECNICAS UTILIZ ADOS
SYSMEX XT 180i

Este analisador automatico ¢é

utilizado para a realizagcdo de
Hemogramas e utiliza a citometria
de fluxo fluorescente e tecnologias
orientadas de  hidrodindmica.
Utiliza um laser de diodo
conseguindo a  sensibilidade
necessaria para medir e
diferenciar os tipos de células no
sangue total e também de

amostras de fluidos corporais. Figura 11— SYSMEX XT 180i

Sendo assim permite fazer: contagem de glébulos vermelhos, hemoglobina, indices
hematimétricos, hematdcrito, plaguetas (distinguindo formas anormais), contagem de
glébulos brancos e férmula leucocitaria. As amostras de sangue total para este
analisador sédo colhidas em tubos com anticoagulante EDTA K3. O analisador tem a
capacidade de analisar 80 amostras/hora®".

HEMOGRAMAS

O hemograma da-nos uma analise quantitativa (contagem dos elementos celulares por
unidade de volume de sangue — glébulos vermelhos, glébulos brancos e plaguetas) e

uma analise qualitativa (contagem diferencial das subpopula¢8es leucocitérias).
HEMATOPOIESE

A Hematopoiese é o conjunto de mecanismos que asseguram a substituicdo continua
e regulada das diferentes células sanguineas. Constitui o sistema celular que conduz a
formacédo de todas as células do sangue.

z

O pool mais primitivo é constituido por Células tronco pluripotenciais, com a
capacidade de autorrenovacdo continua. O pool mais maduro é constituido por
Células progenitoras diferenciais unipotenciais, com maturacado restrita a uma Unica
linhagem celular e sem capacidade de autorrenovacao.

As células estaminais (stem cells) sdo as mais primitivas e podem originar qualquer

uma das linhagens celulares ou mais stem cells.
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z

O 1.° local de hematopoiese embrionaria é o saco vitelino, contendo células com
capacidade de se diferenciar em multilinhagens no 8.° dia de gestacao. O 2.° local é o
figado fetal.

As cavidades 6sseas aparecem por volta do 5.° més de gestacao e tornam-se no local
exclusivo para a proliferacdo de granulocitos e megacariocitos. Nesta altura, a
atividade eritropoiética ocorre exclusivamente no figado (até final do ultimo trimestre).
Ao nascer, as cavidades 6sseas sdo o0 Unico local de significativa atividade
hematopoiética. Por volta dos 4 anos, aparecem células goradas nas diéfises dos
0sso0s longos, que respondem lentamente aos elementos hematopoiéticos. A partir dos
18 anos, a medula hematopoiética sé pode encontrar-se nas veértebras, costelas,
craneo, pélvis e epifises proximais do fémur e Umero

Diferentes etapas da evolucdo das células hemopluripotenciais:

Diferenciacdo = alteracdo nas células multipotenciais até aos progenitores
unipotenciais.

Determinacdo = momento impossivel de fixar exatamente, em que duas células
tomam um caminho definido que nio se traduz em fendtipo caracteristico. E
irreversivel.

Maturagcdo = conjunto de fendmenos que levam a célula do momento da
determinacgdo, aquele em que ela assume as suas caracteristicas.

Amplificacdo = uma célula determinada, ndo pode evoluir sendo numa direcdo. Ao
dividir-se origina células-filhas semelhantes a si.

Modulagéo = as células determinadas podem tomar diferentes aspetos morfol6gicos,
se 0 seu ambiente se alterar.

Todas as células sanguineas tém origem em células indiferenciadas — blastos.

As células primitivas mudam para as formas de células mais maduras; elas sofrem
alteracdes nas caracteristicas citoplasmaticas e nucleares, diminuem de tamanho, o
tamanho absoluto e relativo do ndcleo diminui (na série eritrocitaria, o nucleo

desaparece) e a intensidade do corante absorvido pelo citoplasma diminui’.
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Figura 12 — Processo de formacgéo das células sangui  neas

GLOBULOS VERMELHOS (GV) OU ERITROCITOS

Os glébulos vermelhos tém uma forma de disco bicéncavo,
com a zona central mais corada que a periférica, perdem o
nucleo durante a maturagdo, pelo que, quando em
circulagdo, sdo anucleadas. O facto de possuirem uma
consideravel area interna “oca”, funcionam como um

reservatdrio de hemoglobina. A forma bicéncava assegura

uma area maior para fenémenos de difuséo. Figura 13 - Eritrécito

A membrana celular é composta por uma dupla camada de fosfolipidos, colesterol,
proteinas, mucopolissacaridos no exterior e espectina, na face interior.

As caracteristicas da membrana e do interior da célula, permitem que esta sofra
alteracBes (compactamentos e distensdes) de forma a adaptar-se aos diferentes locais
em que circula, em regides de circulacdo estatica ou muito lenta, os GV circulam em
agregados de 2 a 12 células — rouleaux.

Duram cerca de 120 dias, devido a sua membrana que funciona como tanque
circulante, que gira em torno dos componentes que transporta no seu interior.

Os globulos vermelhos podem apresentar variagbes na forma (poiquilocitose), no

tamanho (anisocitose), na cor, e podem ter inclusdes”.

GLOBULOS BRANCOS OU LEUCOCITOS
Os leucécitos tém origem numa célula comum — a Célula Tronco Pluripotente — e em

duas unidades formadoras de colénias diferentes: de uma delas (CFU-S — Unidade

formadora de colénias do bago) sédo originadas células que podem ser mondcitos ou
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qualquer um dos granuldcitos, e da outra (LSC — Célula Tronco Linfoide) origina os
linfécitos que serdo do tipo T, caso sofram maturacdo no timo, ou do tipo B, caso a sua
maturacao se faga no Bago.

A granulopoiese faz-se pela seguinte ordem cronolégica:

Myeloblast F Myak 7] il Band Neutrophil

Common
anythreid/ granulocylic
precursor

Mature

arythroblast erythrocyts  erythrocyts

Proerythroblast

Figura 14 — Processo de Formag&o dos Leucdcitos e d  os Eritrécitos

Os leucécitos do sangue periférico normal podem ser classificados em leucécitos
polimorfonucleares, granuldcitos polimorfonucleares ou granulécitos (este termo inclui
as células maduras e imaturas) e células mononucleadas.

Os leucdcitos polimorfonucleares tém um nucleo lobulado, muito variavel na forma e
granulos citoplasmaticos proeminentes, os quais diferem nas caracteristicas tintoriais
entre as trés classes:

« Neutrofilos

« Eoindfilos

« Basofilos

As células mononucleadas séo:

« Linfocitos

« Mondcitos

As células mononucleadas podem ter granulos, que nos mondcitos sao inconspicuos,

nos linfécitos podem ser proeminentes mas s&0 pouco numerosos®.

« Neutrofilos
ApoOs total maturagdo, os neutréfilos passam do pool marginal para a circulagdo
sanguinea, deslocando-se, aleatoriamente, para os tecidos e cavidades organicas,

onde levam a cabo as suas principais fungoes.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 78



FACULDADE DE FARMACIA
LABORATORIO NOVA ERA

Normalmente, os neutréfilos entram nos tecidos com a mesma taxa com gque outros
neutréfilos saem do pool marginal e entram na circulagdo periférica, onde tém um
tempo de semivida de cerca de 5 dias.

Uma vez nos tecidos, os neutrdfilos participam no combate a infecbes ou sao
excretados pelo trato intestinal, pelo trato urinario, pulmdes e glandulas salivares.
Também podem ser eliminados pelo sistema mononuclear fagocitico.

Os neutrofilos sdo metabolicamente ativos e sdo capazes de efetuar glicolise aerébica
e anaerobica para obter energia.

A sua principal funcdo é parar ou retardar a acao de antigénios (material estranho) ou
de agentes infeciosos por intermédio de:

+« Movimentacédo até a area de inflamacgé&o ou de infecao — diapedese;

« Fagocitose do material estranho — fagocitose;

<« Digestdo do material fagocitado.

Os neutroéfilos sdo capazes de se movimentar, quer de forma aleatéria- quimioquinese
- quer de forma direcionada — quimiotaxis. Esta locomoc¢do s6 é possivel quando o
neutrdéfilo estd agarrado a uma superficie (veias...). Por emissdo de pseudopodes, a
célula consegue a tipica movimentacao.

Sado capazes de distinguir particulas estranhas de células danificadas — esta sera a
mais importante das suas funcdes fagociticas.

Na presenca de um processo inflamatério, os neutréfilos continuadamente, movem-se
para a area infetada, fagocitam o agente estranho, morrem e s&o, por sua vez,
fagocitados pelos macréfagos.

Sao as 13s células fagociticas a chegar ao local da infecao, seguidos

pelos mondcitos.

-
Os ciclos de migracéo continuem até a extin¢ao total dos antigénios. ';

Sob condi¢bes normais, os neutrofilos permanecem 4 a 5 dias nos

tecidos antes da senescéncia (assincronismo nuclear) e destruicao.

O neutrdfilo maduro mede entre 12-15um. Figura 15 - Neutrdfilo

O citoplasma tem muitos granulos finos distribuidos homogeneamente: os granulos
azurofilos (formados no promielocito) e em maior quantidade os granulos especificos
(formados no mielécito).

O ndcleo tende a seguir uma forma, aproximadamente circular, tem a cromatina em
clumps e este dividido entre 2 a 5 lobos distintos. A contagem média do niamero varia

entre observadores com valores de 2,5 — 3,3 consoante os estudos.
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A hipersegmentacao dos neutrofilos — mais de 5% de neutrofilos com 5 ou mais lobos
— é observada caracteristicamente na anemia megaloblastica e mais raramente em
casos de anemia ferropénica, infecdo, uremia ou nas sindromas mielodisplasicos.

A hiposegmentagdo dos neutrofilos pode ser observada nas sindromas
mielodisplasicos (anomalia pseudo Pelger-Huet).

O bastonete é uma célula semelhante ao neutréfilo maduro mas sem lobos nucleares.
Um aumento do numero de bastonetes ocorre na gravidez e em situages patologicas
como nas infecdes”.

« Eosinofilos

Os eosindfilos sé@o, primariamente, células tecidulares.

Uma vez libertados para o sangue periférico, a partir da medula 6ssea, sao
rapidamente removidos, independentemente da sua idade, pelo que o seu tempo de
semivida no sangue periférico é de apenas 8 horas.

Do sangue periférico sdo sequestrados para os tecidos onde se localizam,
primariamente, em areas expostas ao meio ambiente (pele, mucosa nasal, pulmdes e
trato gastro-intestinal).

Sdo moveis e aptos para processos de locomocdo celular semelhante ao dos

neutrdfilos, além de que sdo metabolicamente mais ativos do que estes Ultimos.

As suas funcdes ndo estdo completamente compreendidas:

« Fagocitam material estranho;

« Fagocitam complexos Antigénio-Anticorpo;

« Sao0 descritos como células anti-inflamatérias;

« Parecem ter capital importdncia na defesa contra infe¢cdes parasitarias por
helmintas (movem-se de imediato para o local de infec&o);

« Aderem as células infetadas e injetam-lhes enzimas hidroliticas (contidas nos seus
granulos) que destroem o agente invasor.

O eosindfilo é ligeiramente superior em relacdo ao neutréfilo com um didmetro de 12-

17pm.

O nucleo é em geral bilobado, ocasionalmente trilobado.

O citoplasma é fracamente basdfilo.

Os granulos dos eosinofilos sé@o esféricos e consideravelmente maiores que 0s

granulos dos neutréfilos; preenchem o citoplasma e coram de laranja avermelhado®.
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« Basofilos

Uma vez libertados da medula 6ssea, os basoéfilos permanecem na circulagéo,

aproximadamente, o mesmo tempo que os neutréfilos, antes de migrarem para 0s

tecidos.

Estéo distribuidos por todo o organismo, incluindo, pele, parénquima pulmonar, timo,

baco e medula éssea.

Possuem atividade fagocitica e quimiotéxica.

Os granulos dos basdfilos contém serotonina, peroxidase, um componente histaminico

vasoconstritor e heparina. Sintetizam um fator quimiotaxico dos eosindfilos, um fator

ativador das plaquetas que promove a agregacéo plaquetéria.

As suas funcdes séo:

« Intervém no processo inflamatério;

« Participam em respostas de hipersensibilidade tardias;

« As suas membranas fixam imunoglobulinas do tipo IgE. Quando estes, por sua
vez, se ligam a antigénios especificos, os basofilos libertam o conteddo dos seus
granulos na area circundante, produzindo uma reacéo de choque anafilatico.

O basofilo tem um tamanho semelhante ao do neutréfilo, 10-14 um de diametro.

O ndcleo, geralmente obscurecido por granulos pretos/pUrpura os quais tém um

tamanho intermédio entre os granulos dos neutrdfilos e dos eosindfilos®.

« Linfécitos

A génese dos linfécitos ocorre, por ordem de importancia, nos seguintes locais:

1. Géanglios linfaticos;

Baco;

Timo (producéo de linfécitos T desde a 82 semana, até ao nascimento);

Amigdalas;

Placas de Peyer do intestino;

Diversos locais das mucosas do organismo;

N o g kM oD

Medula éssea (de forma excecional).

LINFOBLASTO (

PROLINFOCITO

™

LINFOCITO

MADURO

Figura 16 - Formagao do Linfécito m aduro
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As células jovens da série linfoide (linfoblasto) distinguem-se das da série mieloide
(mieloblasto) essencialmente por:

Mieloblasto > linfoblasto

Mieloblasto apresenta granulagGes caracteristicas.

Citoplasma do linfoblasto é mais baséfilo e menos evidente.

No linfoblasto, tanto a célula, como o respetivo nlcleo sdo mais redondos do que o
mieloblasto.

O linfécito varia entre 10-16 um de diametro.

Os pequenos linfocitos, 10 a 12 um, sdo predominantes, apresentam citoplasma
escasso e um nucleo redondo ou ligeiramente indentado, com cromatina densa.

Os linfécitos maiores, 12 a 16 um, constituem 10% dos linfécitos circulantes, tém
citoplasma mais abundante e a cromatina nuclear menos condensada.

O citoplasma, fracamente basdfilo, cora de azul pélido. Os linfocitos podem ter
granulos azurofilos em pequeno ndmero.

Por vezes existem células maiores com citoplasma mais abundante e com gréanulos —
grandes linfdcitos granulares (em individuos normais podem ocorrer até 10 a 15% mas
em geral sdo menos frequentes).

Os linfécitos respondem a infe¢cBes virais e outros estimulos imunolégicos através de
um aumento do seu nimero e de alteracdes morfolégicas evidentes®.

« Mondcitos

Originalmente, os monécitos e os macréfagos eram classificados como células do
sistema reticuloendotelial. Atualmente pertencem ao sistema mononuclear fagocitico;
O seu desenvolvimento faz-se na medula 6ssea:

« Célula-Tronco Pluripotente;

« Célula Unipotencial;

« Monoblasto;

« Promonaocito;

« Mondcito (medula éssea);

« Mondcito (sangue periférico);

« Macrofago.

A diferenciagdo dos mondcitos na medula 6ssea processa-se rapidamente (1.5 a 3

dias).

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 82



> z )
t;""fﬂf FACULDADE DE FARMACIA
== LABORATORIO NOVA ERA

Processo controlado por um grupo de 11 fatores, 3 dos quais iniciam a diferenciacéo
dos macréfagos a partir das células progenitoras uni e bi-pluripotenciais na medula
Ossea.

Os mondcitos do sangue periférico séo células jovens que possuem atividades:

« Migratorias;

« Quimiotaxicas;

« Pinociticas;

« Fagociticas.

Possuem ainda recetores para 1gG e alguns fatores do

complemento.

Ao migrarem para os tecidos, os mondocitos sofrem uma ultima

diferenciacdo (que dura cerca de 1 dia) tornando-se @

macrofagos tissulares funcionantes.
Figura 17 - Macréfago

Os macrofagos podem dividir-se em macréfagos normais e macrofagos inflamatorios.

Os macrofagos normais  incluem:

« Macrofagos dos tecidos conjuntivos (histiécitos);

« Hepéticos (células de Kupffer's);

« Pulmonares (macrofagos alveolares);

« Dos nédulos linfaticos;

« Esplénicos;

<« Da medula 6ssea;

« De liquidos serosos (macréfagos pleurais e peritoneais);

« Da pele (histiocitos e células de Langerhan’s);

« Qutros tecidos.

A populacdo de macrofagos num tecido em particular € mantida a custa de 3
mecanismos: recrutamento de monécitos do sangue periférico; proliferacdo local;
reciclagem bioldgica.

Sob condi¢des normais, a renovacdo da populacdo de macréfagos tissulares ocorre
através de proliferacdo local de células progenitoras e ndo por intermédio de

recrutamento de mondécitos do sangue periférico. Antes, pensava-se que 0S
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macrofagos eram células de grande longevidade. Mais recentemente demonstrou-se

que dependendo do tipo de tecido, a sua viabilidade varia entre os 6 e os 16 dias.

Os macrofagos inflamatorios

Os macrofagos inflamatorios estdo presentes em varios exsudados e podem ser
caracterizados através de varios marcadores especificos, e.g., atividade de
peroxidases.

Em suma, os macréfagos s&o, genericamente, uma populacdo de células
mononucleares fagociticas de distribuicAo ubiqua responsaveis por inumeros
processos homeostéaticos, imunolégicos e inflamatdrios. A sua vasta distribuicdo
tissular torna estas células adequadas para uma resposta de defesa imediata contra

agentes estranhos, prévia a migracao dos outros leucécitos.

g

-
g
-

Os mondcitos que saem da circulacao para os tecidos e se tornam

Figura 18 - Formacao dos mondcitos

macrofagos ndo voltam ao sangue periférico. &

O mondcito é a maior célula normal do sangue periférico com um g
didmetro de 12 — 20 um. Tem um nucleo irregular, frequentemente @6
lobulado e o citoplasma é azul acinzentado com granulos azurofilos &

muito finos. Figura 19 - Mondcitos
O contorno da célula é frequentemente irregular e o citoplasma pode apresentar

vacuolos®.
PLAQUETAS
A plagueta sanguinea ou trombécito é um fragmento anucleado dos megacariocitos.

Mede entre 1,5 e 3,0 micromeros de didmetro e circulam no sangue com o formato de
disco achatado quando ndo estdo estimuladas. Quando estimuladas, as plaguetas
podem atuar na coagulacdo sanguinea das formas fisica (quando a sua estrutura

celular interage fisicamente com algumas fibras para fim de diminuicdo da hemorragia)
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e quimica (quando ha liberacdo de fatores de coagulacdo, por exemplo). Ela é
responsavel pela coagulacédo do sangue.

As plaquetas contém RNA, mitocondria, um sistema canicular, e varios tipos de
granulos; lisossomas (contendo acido hidrolico), corpos densos (contendo ADP, ATP,
serotonina, histamina, e célcio) e alfa granulos (contendo fibrinogénio, fator V,
vitronectina, trombospondina e fator de von Willebrand) *.

CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € um método rapido, objetivo, quantitativo e reprodutivel que
permite a determinacdo de multiplas propriedades fisicas, simultaneamente de
particulas isoladas em suspens&o, como as células.

Este método consiste em: Irradiagdo por luz laser, fluxo de células e detegéo de luz
dispersa e fluorescente.

A citometria de fluxo mede as propriedades de células em suspensdo num meio fluido
em movimento, orientadas num fluxo laminar e intercetadas uma a uma por um feixe
de luz laser. As células passam pelo laser a uma velocidade de mais de 5.000 células
por segundo. As modificacdes ocasionadas nesse feixe de luz devidas a presenca da
célula serdo entdo detetadas e medidas por sensores. A luz dispersa € coletada por
um sistema 6tico que permite identificar as células pelo seu tamanho e granulosidade
interna.

Um raio laser é focado através de uma lente cilindrica para formar um raio eliptico que

e g Coll suspension irradia um fluxo de células num feixe. A
( ) & Sheath fluid ; . , ;
—— ‘,qh,“"""”"'“""”‘ eel Vo técnica do fluxo de células esta
CfEfELf-_UF - F\uorescent cr_li ” H
\ \! i concebida para que elas fluam para o
] llf H . - .
jameredlisht  centro  do  feixe, eliminando a
Bdlr!erflller
2’.‘:,.’;'3,09.% necessidade de voltar a focar cada uma
Laser beam __ -\'\, A { _———Deflector plates

das células. A medida que as células

Laser light —
9 R Aspirator to

e . Collot ckovles passam pelo feixe de laser, a luz
’}HTE — /;;:f,..;<“§fﬁ§;ffj;‘”q difunde-se e as células fluorescem.
 omeresur e eosorchame SRt Dropswith Esta luz difusa e fluorescente é
: :i“”j‘mt detetada por um foto diodo e por um
Figura 20 — Esquema da Citometria de Fluxo foto multiplicador, respetivamente. Através

deste procedimento, a citometria de fluxo mede a luz difusa e a luz fluorescente para
cada célula que flui no feixe. A informacao fornecida pela luz difusa e fluorescente
varia, dependendo das condi¢cBes analiticas e das caracteristicas dos fluorocromos e

por isso este processo requer um alinhamento e estabilidade ética precisos.
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Os diferentes fluorocromos que marcam cada antigénio absorvem a luz e emitem-na
num comprimento de onda maior e especifico. Os fotdes de luz gerados atingem
detetores especificos e s&do convertidos em impulsos elétricos proporcionais ao
namero de fotbes recebidos. Estes impulsos sdo convertidos em sinais digitais,
podendo oferecer os resultados em diferentes formas de analise tais como

histogramas, dot-plot, tabelas, entre outros™.

CONTAGEM E DIFERENCIAGAO DAS POPULAGCOES DE GLOBULOS BRANCOS

E feita uma medic&o fluorescente que mostra a relacdo nucleoplasma de cada célula
individualmente. A combinacdo da complexidade interna da célula, do volume e da
fluorescéncia do material &cido nucleico determina a classificacdo de cada populacao.
Esta medicdo tridimensional permite um diferencial exato e preciso, mesmo em
amostras altamente patoldgicas. Os leucdcitos analisados compreendem os Basdfilos,

os Eosindfilos, os Linfocitos, os Mondcitos e os Neutrofilost?.

CONTAGEM DE GLOBULOS VERMELHOS E PLAQUETAS

Sao contados num canal proprio pelo método de detecdo de corrente continua e
focagem hidrodindmica para minimizar coincidéncias ou recirculagdo. Contém
discriminadores que separam as duas populacbes com base em logaritmos

complexos™.

INDICES HEMATIMETRICOS
Sao usados para definir o tamanho e o contetdo de hemoglobina existente no glébulo

vermelho. Estes indices sdo muito Uteis para diferenciar anemias.

No analisador séo efetuados os célculos necessarios para obtencao dos resultados.

O analisador executa o calculo direto dos parametros, RBC, WBC, PLT e HGB.

A Hemoglobina ¢é medida diretamente pelo método lauril sulfato de sodio. A
hemoglobina é determinada num canal separado, minimizando a interferéncia de
grandes concentracdes de leucocitos. Este método demonstra uma excelente
correlacdo com o método de referéncia.

O Volume Globular Médio (MCV) e o Volume Plaquetario Médio (MPV) sdo dados
por calculo semidireto (direto através do histograma).

Hé ainda calculos que se obtém automaticamente, como sendo:

Hematécrito (HCT) — calculado a partir do VGM que o aparelho mede diretamente,

com base na contagem e dete¢&o do volume de cada glébulo vermelho.
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Hemoglobina Globular Média (MCH) — obtida pela divisdo do resultado da dosagem
de hemoglobina pelo nimero de GV e indica o peso médio da hemoglobina por
glébulo. Depende ao mesmo tempo do conteddo de hemoglobina por unidade de
volume e volume globular, sendo que:
Hb (g/dL)
MCH (pg/GV) = x 10
GV (milhdes/ pL)

Concentracdo média de hemoglobina celular (MCHC) — obtido pela divisdo do
resultado da dosagem da hemoglobina pelo hematdcrito. Dessa forma considera-se a
guantidade de hemoglobina por unidade de volume de GV.

Hb (d/dl)
MCHC (g/dl) = x 100

Hematdcrito (%)

Os scattergramas permitem ainda saber:
Coeficiente de Variacdo do Tamanho dos GV (RDW)

Coeficiente de Variacdo do Tamanho das Plaquetas (PDW)*.

A Diferenciagdo de populagdes celulares € feita por citometria de fluxo fluorescente,

usando corantes fluorescentes altamente especificos'.

SYSMEX CA 500

O equipamento SISMEX CA 500 é um
aparelho automatizado, utilizado na
avaliacdo da coagulagdo sanguinea,
onde sdo determinados, a Taxa de
Protrombina (TP), a Razao
Normalizada Internacional (INR), o
Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativado (APTT) e o Fibrinogénio.

Os métodos utilizados s&o: método de

detecdo de luz difusa e método Figura 21 - SISMEX CA 500
colorimétrico. Para esta determinacao é necessario sangue colhido em citrato de sédio

na proporcao 1/10™.
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COAGULACAO

A coagulacdo plasmatica designada, mais simplesmente, por coagulacdo, conduz a
transformacéo do fibrinogénio insoltvel, em fibrina soltvel.

Na realidade, a hemodstase primaria e a coagulagdo comecam, praticamente, ao
mesmo tempo e estao interligadas.

A ativagdo da coagulacdo é desencadeada in vivo pelas lesdes que expdem o
subendotélio ao sangue e também, pelas feridas dos tecidos, as quais introduzem na
circulacdo uma substancia procoagulante, o fator tecidular (tromboplastina).

Na coagulacao intervém vasos, plaquetas e fatores plasmaticos da coagulacdo. Neste
mecanismo, 0s proenzimas dado origem a enzimas e todo o processo de ativagdo
desenvolve-se através de interacdes moleculares, de modo a que o fenbmeno se
potencialize (tais reacdes sdo moduladas por inibidores fisiologicos). Esta sequéncia
de acontecimentos, levou a que fossem comparados com uma cascata, dai que os
diagramas que os representam sejam designados por cascata da coagulagéo.

A ativacdo da coagulacdo pode ser feita pela via intrinseca por contacto do sangue
com uma superficie carregada negativamente (subendotélio, in vivo, vidro ou caolina,
in vitro) ou pela via extrinseca, devido a introducdo de fator tecidular no sangue.

As duas vias conduzem a conversdo do fator X em Xa (inicio da via comum), que
provoca a formacado de trombina que, por sua vez, transforma o fibrinogénio em fibrina.
A via intrinseca (ou fase de contacto) € desencadeada pela fixacdo dos fatores Xl e
XIl, pré-calicreina e Quininogénio de Alto Peso Molecular (HMWK) sobre toda a
superficie eletronegativa. In vivo, esta superficie pode ser constituida por plaquetas
agregadas. O fator Xlla transforma, por cisdo proteolitica, o XI em Xla, e a
precalicreina em calicreina. H& ativacdo reciproca entre estes dois fatores.

O fator Xla, em presenca do calcio (Ca2+) ativa o IX por protedlise.

O IXa vai ativar 0 X, gragcas a um complexo formado pelo 1Xa, o Vllla, o Ca2+ e uma
superficie fosfolipidica (da membrana da célula endotelial).

Na via extrinseca primeiro da-se a interacéo entre o VII e o fator tecidular em presenca
do Ca2+, seguido de protedlise do VII. O fator Vlla ativa o X, e o contrério.

Na via comum ocorre a ativagdo do fator Il (protrombina), a qual se faz gragas a um
complexo chamado protrombinase (que inclui o Xa, o V, o Ca2+ e fosfolipidos, sejam
plaquetares ou endoteliais).

Os fatores I, Xa e V fixam-se sobre os fosfolipidos.

O fator Xa transforma o Il em lla (trombina). Esta ataca as regifes terminais aminadas

do fibrinogénio, libertando 2 moléculas de fibrinopéptido A e 2 de fibrinopéptido B. O
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fibrinogénio transforma-se em mondémeros de fibrina, que se agregam
espontaneamente entre eles, resultando num polimero de fibrina solGvel que é
estabilizado pelo XllI, previamente ativado pela trombina.

Os fatores Xlla e o 1Xa podem ativar o VII, que por sua vez ativa o 1X*.

Figura 22 — Cascata da Coagulacédo

« Fibrindlise

A FibrinGlise € o processo de destruicdo do codgulo através de um sistema de
enzimas que lisam a fibrina, dissolvendo o coagulo.

A Fibrindlise é mediada pela formag¢@o de um enzima proteolitico — Plasmina, através
da ativacé@o do plasminogénio.

Durante a coagulacdo, o plasminogénio e a trombina ficam enredados no trombo
formado. O Plasminogénio é ativado pelo Ativador Tecidular do Plasminogénio (TPA) e
forma-se a plasmina.
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A lise quimica da fibrina pela plasmina resulta na producdo de fragmentos chamados
Produtos de Degradacéo da Fibrina (PDF). A Plasmina atua sobre estes fragmentos
para formar PDF cada vez menores. Os produtos finais sédo eliminados pelo sistema

reticulo-endotelial®.

Ativador Tecidular do Plasminogénio (TPA)

Plasmina

v

Plasminogénio

Fibrina

Produtos de Degradacao da Fibrina (PDF)

A

Figura 23 — Fibrindlise

TEMPO DE TROMBOPLASTINA (TP)

O TP é o tempo de coagulacdo de um plasma citratado em presenca de um excesso
de tromboplastina tecidual e de Ca?". Determina-se o tempo desde a juncdo do
reagente (tromboplastina tecidual e Ca?") até a formacéo do coagulo.

Este teste avalia a via extrinseca da cascata da coagulacdo e é utilizado na
monitorizacao da anticoagulagéo oral;

Permite avaliar a funcdo hepética pois € muito sensivel ao fator VII que é sintetizado
no figado, sendo o primeiro a desaparecer e o primeiro a reaparecer”.

O TP mede o tempo que o coagulo de fibrina demorou a formar, através de um
processo de incubacdo do plasma com um excesso de tromboplastina tecidular e
célcio. Os valores normais podem ser dados em segundos (10,3 — 13,0 seg.),
percentagem (70 — 140%) ou em INR, a raz&o normalizada internacional (0,9 — 1,0).

O aparelho que realiza os testes, faz os célculos e da o resultado.

A apresentacdo dos resultados para o TP pode ser dada em percentagem ou em
Raz&do Normalizada Internacional (INR).

Os resultados em percentagem sdo obtidos por comparacdo do resultado obtido em
segundos com uma curva de calibracdo previamente executada e inserida no
coagulémetro. Para fazer a curva de calibragédo é utilizado um plasma padréo obtido
através de um pool de plasmas de individuos sem patologias e que ndo estejam a

tomar anticoagulantes orais.
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Uma vez que antigamente havia discrepancias entre laboratérios na apresentacao dos
resultados do TP para os doentes com terapéutica anticoagulante, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) propOs que as tromboplastinas fossem padronizadas
segundo uma preparacdo de referéncia internacional e criou o indice de Sensibilidade
Internacional (ISI) que é caracteristico da tromboplastina usada e € indicado pela casa
comercial (resulta da comparacdo da sua sensibilidade com a de uma tromboplastina
padréo internacional). Assim, os resultados podem ser referenciados como Razéo
Normalizada Internacional (INR), que é na pratica a razao entre o TP da amostra (Ta)

e 0 TP de um plasma normal (Tc) elevada a um fator ISI.

TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (APTT)

O APTT é o tempo de coagulagédo de um plasma citratado em presenca de Ca2+, um
otimo de fosfolipidos (Cefalia) e um ativador dos fatores de contacto (caulina, silica e
acido elagico). Determina-se o0 tempo desde a juncdo Ca2+ até a formacdo do
coagulo.

O APTT é determinado fundamentalmente pelos seguintes componentes: FXII, FXI,
FVIII, FIX, FX, FV, protrombina e fibrinogénio.

O APTT é um teste geral de rastreio que avalia a via intrinseca da cascata da
coagulacao (fatores VIII, IX, X, XI, XlI, I e Il) exceto as plaquetas. A sua principal
aplicacdo € a detecdo de deficiéncias congénitas e adquiridas destes fatores, assim
como a monitorizagéo da heparinoterapia®.

Este sistema de coagulacéo é iniciado pela adicéo de cloreto de célcio™.

FIBRINOGENIO

O fibrinogénio é uma glicoproteina presente no plasma numa concentracdo de 2 a 4
g/L.E sintetizado no figado (1,7 a 5 g/dia) e nos megacaridcitos e tem um tempo de
semivida de cerca de 3 -5 dias.

O doseamento do fibrinogénio € um teste para determinacdo quantitativa in vitro dos
niveis de fibrinogénio em plasma citratado.

A transformacéo do fibrinogénio em fibrina € induzida por adicdo de uma solucdo de
trombina célcica em excesso. A concentracdo de fibrinogénio é diretamente
proporcional ao tempo de coagulacéo®.

Este equipamento d4 o valor de fibrinogénio através de um célculo interno do

equipamento™.
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ADAMS Al1C HA8160

O equipamento ADAMS A1C HA8160 é
um analisador automatico de
glico-hemoglobina. Este  aparelho
efetua a medicdo da hemoglobina Aic e
fornece as informacgdes necessarias
para o controlo do aglcar no sangue
das pessoas diabéticas, ou seja, é util
para monitorizar a longo prazo as o0s

diabéticos™.

A hemoglobina glicosilada é formada

Figura 24 - ADAMS A1C HA8160

por reacbes ndo enzimaticas entre a

hemoglobina e a glicose. A formag¢do desta hemoglobina é irreversivel, e a sua
concentracao sanguinea depende da vida média dos glébulos vermelhos (120 dias) e
da concentracao sérica de glicose. Este equipamento pode também medir a Hba1, a
HbF estaveis e padrées fracionados.

O doseamento destas hemoglobinas é feito por Cromatografia Liquida de Alta
Pressdo, que usa uma coluna composta por resina de troca iénica de carater catiénico
de fase reversa. A leitura das fracGes obtidas é realizada a 415 nm e 500 nm.
Podendo assim obter-se as seguintes fracbes: HbAlc, HbAl, HbF, HbA2 e
hemoglobinas variantes. Este aparelho é capaz de diluir, hemolisar e remover a base
de Schiff (resultado da reacao responsavel pela formacdo da hemoglobina glicosilada)
automaticamente. Esta remocao é feita com tetrapolifosfato (pH 6,0) durante 2 minutos
a 48°c. Apos 4,2 minutos obtém-se o cromatograma.

Os valores normais da hemoglobina glicosilada séo entre 4% A 6%. Quando esta

acima de 7% existe a associa¢8o a um risco maior de complicacdes cronicas™.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSAO

O uso de pressoes elevadas permite uma reducdo no didmetro das particulas da fase
estacionéria, localizada no interior da coluna cromatogréfica, o que promove uma
separacdo mais eficiente dos componentes da amostra. Essa "miniaturizacao” das

particulas da coluna permite o uso de colunas menores, volumes menores de
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amostras e um gasto menor de fase mével. Assim sendo, em cromatografia liquida de

alta pressao trabalha na faixa dos microlitros (uL).

VESMATIC 30/30 PLUS

Este equipamento automatico €
utilizado na determinacéo da velocidade
de sedimentacé&o globular.

Este analisador foi concebido para a
determinagéo simultdnea da Velocidade
de Sedimentacdo Globlar (VSG) em 30
amostras de sangue (humano ou

anima). A determinacdo da VSG é

automatica mas os resultados sé&o 2
comparaveis aos obtidos pelo método Figura 25-VESMTIC 30/30 PLUS
de Westergren (método referéncia). Permite obter resultados em 25 minutos incluindo
a homogeneizacdo da amostra. Com a utilizacdo de ciclos rapidos, o tempo de analise
pode ser reduzido para 10 minutos e 15 minutos para a primeira e segunda hora

respetivamente®”.

VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO GLOBULAR

E a velocidade a que sedimentam os eritrocitos, num sangue anticoagulado, num
determinado espaco de tempo, quando introduzida a amostra em tubos ou pipetas
com caracteristicas especiais.

Quando uma amostra de sangue anticoagulado fica em repouso, 0s eritrocitos vao-se
aproximando uns dos outros e agregam-se, formando estruturas cilindricas
semelhantes a pilhas de moedas. A este fendbmeno da-se o nome de Fenémeno de
Rouleaux.

Se, durante o tempo estabelecido para a sedimentacgé&o, realizarmos leituras em curtos
intervalos de tempo, consegue-se verificar que o fenomeno de sedimentacéo ocorre
através de uma curva: numa primeira fase a VS €& muito lenta (formagédo dos
agregados), na fase intermédia verifica-se uma sedimentacéo rapida ("descida" dos
empilhamentos) e a fase final €, novamente, mais lenta (compressédo das formacdes

de Rouleaux) .
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Figura 26— Fenémeno de Rouleux

Assim quanto mais comprido for o tubo, mais tempo o segundo periodo pode durar e
maior a VS pode ser, é 0 que acontece no método de Westergren. Com o tubo mais
pequeno, como no método de Wintrobe, quando os rouleaux sedimentam rapidamente
a formacdo do “pack” pode comegar antes da hora o que torna o método pouco
sensivel para velocidades de sedimentacdo elevadas, o contrario acontece com o
método de Westergren. Por isso, e por ser de relativa facil execugédo, € o método
adotado internacionalmente.

A amostra primordial para este teste é sangue total anticoagulado com citrato de sodio
1/5. O teste deve ser efetuado nas 2 horas apds a colheita do sangue, ou 6 horas se o

sangue for mantido a 4C *.

IMPORTANCIA CLINICA:

A VS representa a fase de resposta aguda a um estado inflamatério. Este valor é
medido num periodo de tempo especifico e € bastante influenciado pela concentracéo
de algumas proteinas, cuja concentracdo plasmatica varia na presenca de processos
inflamatérios ou outras patologias. O valor é também afetado por algumas
propriedades dos eritrocitos e por anemia.

Valores elevados sdo também encontrados em situacdes como: mieloma multiplo,
leucemia, linfomas, cancro da mama e pulméo, artrite reumatoide, falha pulmonar. Os
valores sdo também bastante elevados na presenca de metastases no figado, e

doencas inflamatérias agudas e cronicas®.
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HB GOLD

O HbGold é um equipamento automatico -
destinado ao ensaio de fragbes de ﬁ
hemoglobina (HbAlc, HbA2, HbF, HbE, BB
HbD, HbS e HbC), através de
cromatografia de troca de catides em

baixa pressdo, em conjunto com um

gradiente de forca idnica, para eluir os Hbf

i

{4
Figura 27 - HB GOLD
subtipos e variantes da hemoglobina humana de sangue total hemolisado. As fracdes

de hemoglobina separadas sdo monitorizadas através da absor¢éo de luz a 415nm.

O cromatograma obtido é gravado e armazenado pelo computador interno. Um
programa de software analisa o cromatograma e gera um relatorio de resultados no
écran e na impressora.

Este aparelho vai permitir o doseamento das hemoglobinas F, A2, e de hemoglobinas
variantes como hemoglobina S, C*.

A técnica HB-Gold € utilizada em doentes em que tenha sido detetada uma anemia
microcitica e hipocromica, através de uma determinacdo do hemograma, de forma a
comprovar a presenca ou auséncia de hemoglobinopatias, isto é, para verificar a
existéncia de uma possivel afecdo que se traduz numa alteracdo da hemoglobina.
Num paciente com HbA2 aumentada (af - talassémia) e/ou que apresenta HbS faz-se
um estudo pormenorizado.

As manifestacdes clinicas das hemoglobinopatias variam muito de acordo com o tipo
de problema apresentado. As criancas com anemia falciforme (assim denominada
devido aos globulos vermelhos apresentam uma forma de foice) produzem
hemoglobina S em vez da hemoglobina A normal, sendo altamente suscetiveis a
anemia hemolitica, por rutura dos glébulos vermelhos e a infegdes que podem levar a
sépsis (infecdo generalizada do sangue). As obstrugbes em pequenos vasos causam
dor e comprometem progressivamente a funcdo de alguns 6rgdos e tecidos. As
alteracdes nas hemacias afetam também o baco, que aumenta muito de tamanho e
contribui ainda mais para a anemia. As talassémias, caracterizadas por deficiente
producao de hemoglobina, sdo marcadas clinicamente pela presenca de anemia.

A anemia falciforme é bastante comum em negros, estima-se que 0 gene esteja
presente em 6 a 10% dos negros americanos, 0 que leva a doenca a ocorrer em 1

para cada 400 a 1000 nascimentos nesse grupo populacional. As talassémias sdo
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mais frequentes em populacdes descendentes de grupos originarios do Mediterraneo.
Em seu conjunto, estima-se que 5% de toda populacdo mundial seja portadora de
algum disturbio de hemoglobina.

Em 95% dos casos as hemoglobinas anormais diferem nas normais num aminoacido
que foi substituido por outro. Isto leva a que as hemoglobinas possuam propriedades

distintas de solubilidade, de afinidade para o Oz, carga elétrica, entre outras coisas”.
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Figura 28 — Exemplo de um grafico normal

Este gréfico é tipico de um paciente normal, cada pico do gréfico corresponde a
gquantidade de hemoglobina na amostra. Quanto maior for o pico mais concentracao

da respetiva hemoglobina existe na amostra.

CONTAGEM DE RETICULOCITOS

O reticuldcito corresponde ao estadio de maturacdo do glébulo vermelho que acaba
logo que a célula estd madura, ou seja, quando o glébulo vermelho adquire a forma
bicdbncava e ndo contém nenhum organelo. Sdo glébulos vermelhos policromatofilos,
gue apresentam uma estrutura reticular de RNA quando corados por um corante vital
(denomina-se coloracdo supravital, uma vez que cora a célula viva). A contagem de
reticulocitos no sangue periférico reflete a atividade eritropoiética.

Os reticulécitos encontram-se aumentados nas anemias hemoliticas, anemia por
hemorragia aguda, boa resposta terapéutica na anemia megaloblastica e anemia
ferropénica. os reticulécitos encontram-se diminuidos na anemia aplastica,
ferropénica, megaloblastica, sideroblastica, anemia da doenca cronica, anemia da

insuficiéncia renal, anemia da doenca hepatica.
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A técnica da coloracdo supravital utiliza o corante Azul Cresil Brilhante. A contagem é

feita posteriormente no microscépio 6tico™.

CONTAGEM DE PLAQUETAS (CAMARA DE PLAQUETAS)

As plaquetas, também chamadas Trombdcitos, tém uma funcdo essencial nos
processos de hemdstase e coagulacdo do sangue. Na realidade ndo sdo células; sao
corpusculos ou fragmentos de uma célula maior chamada megacariécito (célula de um
tamanho consideravel residente na medula 6ssea, e a sua fragmentacao origina entéo
as plaguetas que sao langadas na circulagdo). Estas tém a forma de minusculos
discos arredondados, sem nucleo. A superficie externa das plaquetas é carregada
com cargas elétricas negativas semelhantes as do endotélio vascular.

Quando é necessario a confirmacdo do valor de plaquetas dado pelo aparelho
automatico, realiza-se a contagem das mesmas em camara de Neubauer, apls a
mistura de 10 pl de sangue total com 190 ul de solu¢do de oxalato de amonio 1%. A

contagem é feita posteriormente no microscépio 6tico™.

CRIOAGLUTININAS

As crioaglutininas sdo anticorpos IgM dirigidos contra o antigénio | da membrana
eritrocitaria, e assim sdo capazes de aglutinar hemacias humanas a baixas
temperaturas. Parte-se do principio que estas podem ser formadas apds exposicao a
microrganismos que apresentam grupos antigénicos semelhantes aos encontrados
nas hemécias. Em condi¢cdes normais necessitam de refrigeragdo para que ocorra a
reacdo com as hemacias. Apresentam-se elevadas em diferentes situagdes, como nas
infecbes por Mycoplasma peumoniae, virus influenza, mononucleose infeciosa,
doenca do colagénio, artrite reumatoide e linfomas. Esta técnica € mais utilizada para
o diagndstico de infe¢cdes por Mycoplasma peumoniae. Titulos altos podem raramente
aglutinar as hemacias. Em temperaturas proximas da temperatura normal do corpo
humano podem levar & anemia hemolitica. Pode também interferir na determinacao do
grupo sanguineo e nas transfusdes sanguineas.

Método das crioaglutininas:

1- Num tubo de vidro grande coloca-se o sangue com anticoagulante citrato de sédio
1/5, e centrifuga-se 2 minutos a 3000 rpm. Depois de centrifugado, retira-se o plasma
e coloca-se mais ou menos a mesma quantidade de soro de forma a lavar os glébulos,
realizam-se pelo menos 3 lavagens dos glébulos;

2- Depois utilizam-se 5 tubos pequenos, 1 tubo controlo (ndo se coloca soro do

doente) e 4 tubos para as diluicbes (em todos os tubos se coloca 500ul do soro
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fisioldgico). No primeiro tubo coloca-se 500ul do soro do doente. Homogeniza-se com
a pipeta e fazem-se diluicdes seriadas, em que no ultimo tubo os restantes 500ul sdo
rejeitados;

3- Da lavagem dos globulos prepara-se a solugdo das hemacias: 10 mL soro
fisioldégico + 50ul das hemacias. Depois coloca-se 500ul desta solugdo das hemécias
em cada tubo, incluindo o tubo controlo;

4- Por fim colocam-se todos os tubos tapados no frigorifico, e no dia seguinte verifica-

se se ha aglutinacdo ou ndo™.

CRIOGLOBULINAS

As crioglobulinas sé@o proteinas séricas precipitam a baixas temperaturas (4°C) e se
redissolvem apdOs serem aquecidas. A sua presenca no sangue (crioglobulinémia) é
usualmente associada com doenca imunol6gica, mas pode também ocorrer sem que
haja imunopatologia conhecida. Se o0s pacientes com crioglobulinémia forem
submetidos ao frio, eles podem sentir sintomas semelhantes ao da doenca de
Raynaud (dor, cianose e frieza de dedos), que tipicamente resultam de precipitacdo de
crioglobulinas em partes mais frias do corpo.

A técnica utilizada consiste apenas em colocar em simultdneo um tubo do soro do
doente na estufa e outro no frigorifico e avaliar a presenca ou auséncia de

aglutinacées no tubo que se encontra no frigorifico, durante 7 dias™.

TIPAGEM SANGUINEA — SISTEMA ABO e Rh

O sistema ABO foi o primeiro a ser descoberto e é também o0 mais importante para a
pratica transfusional. Os antigénios que pertencem ao sistema ABO, estdo presentes
nas membranas dos eritrocitos, células epiteliais e endoteliais, estdo também
presentes na forma soluvel no plasma e noutros liquidos organicos. Existem quatro
grupos sanguineos: A, B, AB e 0 (auséncia de antigénios A e B).

Quando se refere que um individuo € Rh Positivo, significa que tem o antigénio D.
ApGs os antigenos A e B (do sistema ABO), o antigeno D é o mais importante na
pratica transfusional.

A tipagem ABO e Rh feita no laboratério consiste na utilizacdo de antissoros
especificos, Anti-A, Anti-B, Anti-A+B MONOCLONAL e Anti-D MONOCLONAL.

A presenca de aglutinacdo direta determina a presenca do respetivo antigénio

presente e assim determina o grupo sanguineo.
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Quando ndo ha aglutinacdo com o soro anti-D 0 sangue em causa é enviado para o
laboratério externo, para confirmacdo, atendendo a probabilidade de existéncia de

antigénios D de fraca expressao®®.

ESFREGACOS SANGUINEOS E COLORACAO DE MAY-GR YNWALD-GIEMSA
Para ser considerado um bom esfregaco este deve ter entre 3 a 4 cm de
comprimento, ter bordos visiveis e retilineos, deve ser regular (sem travagens),
relativamente fino, sem buracos (originados pelo facto da lamina estar engordurada) e
por fim deve terminar arredondado apresentando cabeca, corpo e cauda. Quanto mais
rapido for o movimento para espalhar a gota de sangue, mais liso e espesso sera o
esfregaco.

Sempre que se verifica a necessidade de confirmar alguma informacdo dada pelo
equipamento automatico sobre os globulos brancos, vermelhos e seus percursores
realiza-se a coloracéo do esfragaco do sangue respetivo e visualiza-se ao microscopio
otico.

A coloracdo utilizada é a de May-Grinwald-Giemsa: Esta coloracdo € uma
combinacdo das coloracdes de Grunwald e de Giemsa. E uma combinacéo de dois
corantes que contém eosina e derivados do azul-de-metileno.

O resultado final desta cloracdo é: os nucleos dos leucdcitos aparecem de cor
azul-pdlido, o citoplasma a azul muito claro ou incolor, as granulacdes neutréfilas a

vermelho-claro, os basofilos a azul-escuro e os eosinoéfilos a vermelho alaranjadols.

PESQUISA DE CELULAS FALCIFORMES

A pesquisa de células falciformes € util no despiste da drepanocitose, uma deficiéncia
na estrutura da hemoglobina que leva a formacao de células falciformes. Esta doenca
€ caracteristica da populagdo Africana, mas pode ser também encontrada noutras
populagdes. A forma homozigoética da drepanicitose (HbSS) causa anemia hemolitica
moderada a severa. Est4 associada a episodios de oclusdo vascular resultando em
crises agudas e eventualmente em danos graves nos 6rgaos. O estado heterozigético
(HbAS) é muito comum em todo o mundo ndo estando associado a anomalias
hemoliticas graves. Para a detecdo da presenca de HbS faz-se uma eletroforese das
hemoglobinas, e se estiver presente hemoglobina S segue-se para o0 passo seguinte
que consiste na diminuicdo da solubilidade da hemoglobina e baixas tensdes de
oxigénio, que se executa da seguinte forma: numa lamina coloca-se uma gota de
sangue e uma gota de soro fisioldgico, mistura-se e cobre-se com uma lamela. De

seguida comprimir a lamela para que saia um pouco de sangue pelos lados da mesma
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e recolhe-se esse excesso com papel de filtro. Depois cobrem-se os bordos da lamela
com parafina liquida ou cera e deixa-se solidificar. Esperar 6 a 24 horas e observar ao

microscopio 6tico™®.

TEMPO DE HEMORRAGIA- METODO DE DUKE

O tempo de hemorragia é o teste mais basico para o estudo da coagulagéo sanguinea,
usado no diagnostico das doencas hemorragicas e como exame pré-operatorio.
Baseia-se no método de Duke, em que € feita uma pequena incisdo no l6bulo da
orelha com uma lanceta, e depois com um papel de filtro vai se limpando o sangue de
30 em 30 segundos até a hemorragia parar, e € medido o tempo de hemorragia. A
cessacdo da hemorragia deve ser antes dos 2 — 3 minutos, e indica a formacéo do
coagulo que é dependente do numero de plaquetas e da sua capacidade de adesdo

ao endotélio e formacéo de agregados™®.

TEMPO DE COAGULACAO

E o tempo que decorre desde que o sangue é colhido até a formacgdo do coagulo.
Mede-se com o0 sangue colocado num tubo de vidro com 9 mm de diametro
aproximadamente. O tubo é colocado em banho-maria a 37°C alguns minutos, e
durante esses minutos o tubo vai sendo retirado do banho-maria a cada 30 segundos,
até que se veja que o sangue coagulou e jA ndo se move nas paredes do tubo. O
tempo de coagulagdo normal € de 5 a 10 minutos, podendo considerar-se 7 minutos o

tempo médio™.
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CONTROLO DE QUALIDADE

Entende-se por controlo de qualidade interno, o conjunto de procedimentos postos em

pratica num laboratério com vista a permitir um controlo da qualidade dos resultados
das andlises a medida que as mesmas sao executadas, usando dados obtidos pela
analise de produtos de controlo de qualidade. O controlo de qualidade permite
trabalhar com fiabilidade, permite saber se os resultados obtidos séo de facto reais.

Os Objetivos do Controle de Qualidade sdo fornecer um continuo registo da precisao
dos resultados laboratoriais, fornecer aviso precoce quanto as tendéncias e desvios
nos resultados do controlo, de modo que se possa tomar uma acao corretiva antes
gque os resultados deixem de ser precisos, permitir avaliar a fidelidade dos resultados,
pela monitorizacdo da precisdo, através da comparacdo dos resultados da amostra
controle com os valores pré-estabelecidos, permitir comparacdes entre diferentes
técnicas e a monitorizacado do desempenho dos analisadores automaticos

Um produto de CQ é um material semelhante ao do paciente, preparado a partir de
soro humano ou de urina. Pode ser liofilizado ou liquido e é composto por um ou mais
constituintes (analitos) de concentracdo conhecida. Geralmente utilizam-se dois ou
trés niveis de controlo, sendo um deles com valores semelhantes aos valores normais
e 0s outros dois para valores patologicos.

Para a avaliagdo dos resultados do controlo de qualidade é importante a aplicacao e
conhecimento das Cartas de Controlo de Levey-Jennings.

A calibragdo é fundamental no laboratério de andlises clinicas, consiste num ajuste
aos valores reais do que estamos a analisar e € obtida uma reta de calibracdo para
leitura dos resultados.

E fundamental calibrar sempre que se muda o lote de reagente, ou quando os valores

de controlo de qualidade néo estdo adequados aos valores que esperamos.

« Cartas de Controlo de Levey-Jennings

O Desvio Padrdo (DP) é utilizado para elaborar as cartas de Levey-Jennings (LJ),
estas cartas séo utilizadas para monitorizar os valores do CQ sucessivos. A carta
elaborada para cada teste e para cada nivel de controlo.

O primeiro passo consiste em calcular os limites de aceitagédo, esses limites séo +/-
1DP, +/- 2DP, +/- 3DP da Média. O laboratério precisa de documentar que os testes
de Controlo de Qualidade foram realizados. Assim, € necessario guarda-los em

suporte informatico ou em papel. Estes resultados devem acompanhar a carta de
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controlo. A observacdo desta carta permite detetar erros sistematicos e erros
aleatorios.

Erros Sistematicos:

Os erros sistematicos sdo evidenciados pela alteragdo da média dos valores de
controlo. A alteracdo pode ser gradual (tendéncias) ou abrupta (desvios).

A tendéncia indica uma perda gradual de fiabilidade no processo analitico, é
normalmente subtil e tem como causas mais frequentes a deterioracdo da fonte
luminosa do instrumento de medida, a acumulagéo gradual de “detritos” nos tubos de
reagentes ou amostras, a acumulagdo gradual de “detritos” na superficie dos
elétrodos, a idade” dos reagentes, a deterioracdo gradual de materiais, deterioragédo
gradual da cdmara de temperatura e a deterioracdo gradual da integridade do filtro de
luz

Os desvios sdo mudancas abruptas nos valores médios do controlo e sdo causados
por falhas repentinas ou mudancas da fonte luminosa, modificacdes na preparacéo do
reagente, mudanca no lote de reagentes, manutencdo do equipamento, falhas
repentinas na temperatura e falha no sistema de pipetagem.

Para avaliar as cartas de controlo podemos utilizar como base as regras de Westgard,
as quais podem ser usadas individualmente ou combinadas:

A violacdo de qualquer uma das seguintes regras nao requer necessariamente uma
rejeicdo do processo analitico, apenas identifica pequenos erros sisteméticos que nao

tém relevancia ou significado clinico.

Regra 1,00 - Uma observacdo de controlo que exceda a média +/- 2 DP, mas nao
ultrapasse +/-3DP é considerada apenas como um alarme. Aconselha-se a estar

atento aos resultados posteriores. Os resultados dos doentes podem ser validados.

Regra 31pp - Trés resultados consecutivos maiores que 1s mas menores que +/- 2DP,

do mesmo lado da média. Erro sistematico.

Regra 4 ;pp — Quatro resultados consecutivos maior que 1DP mas menor que +/- 2DP,
do mesmo lado da média: Erro sisteméatico O uso de Regra 31DP deteta mais

precocemente estes erros.

Regra 10X - Regra combinada de 10 observagdes consecutivas maior que 1DP mas
menor que +/- 2DP, do mesmo lado da média: Erro sisteméatico. Pode ser também

aplicada para 7, 8, 9 ou 12 resultados consecutivos do mesmo lado da Média.
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A violacdo de qualquer uma das regras seguintes pde em causa todo processo
analitico em curso e obriga a executar novas determinagbes do controlo e das

amostras depois de selecionado o erro.

Regra 13pp - Uma observacao de controlo que exceda a média +/- 3DP

Sensivel ao erro fortuito. Comecgo de um erro sistematico

Regra 2 ,pp - Este erro identifica unicamente um erro sistematico

O critério de violacdo é: Dois resultados consecutivos de CQ que excedam os limites
da média +/- 2DP, mas nao o limite +/- 3DP do mesmo lado da média

Regra R,pp — Esta regra deteta um erro fortuito e € aplicada apenas quando na
mesma corrida se utilizam dois niveis de controle diferentes e quando a diferenca
entre eles é de 4DP, por exemplo o nivel de controlo normal posiciona-se no —2DP e o

nivel de controlo anormal no +2DP*.

OLYMPUS AU 400

O controlo de qualidade deste aparelho é feito diariamente. Faz-se um controlo geral,
com dois niveis (baixo, alto), um controlo de qualidade especifico para HDL/LDL
também com dois niveis, e um controlo de nivel médio, de nome “ITA” ( Olumpus
Integrated Technologies América, Inc. — Organizacdo especializada nos produtos
Olympus), que serve para monitorizar o desempenho analitico de determinados
reagentes do aparelho. Faz-se também diariamente a calibracdo do ionograma, mas
também existe um calibrador geral (soro humano com aditivos quimicos de origem
animal e vegetal) e calibradores especificos para determinadas determina¢des, como:
APO Al e APO B, ASO, PCR, HDL, LDL, microalbuminuria e RF, que se usam caso 0
controlo de qualidade dé fora do intervalo + 1 desvio padrédo /- 1 desvio padrdo, ou
entdo quando se muda o lote de reagentes dos testes.

AUTION MAX AX — 4280

O controlo de qualidade deste aparelho tem dois niveis, 0 1 e 2 (alto e baixo ) e 0s
niveis sao feitos alternadamente. A calibracéo é realizada de 15 em 15 dias.

ADVIA CENTAUR

Este equipamento apresenta trés niveis de controlo que sdo utilizados para a maioria
das técnicas de forma alternada. Existem também controlos especificos para o0s

marcadores tumorais (3 niveis, usados alternadamente), para a Paratormona (3 niveis,
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usados alternadamente), para o0s anticorpos antitiroideus (2 niveis, usados
alternadamente) e para os marcadores infeciosos da hepatite B e C (2 niveis, usados
alternadamente).

A calibracdo das técnicas é efetuada agquando a mudanca do lote de reagentes e
sempre que o controlo de qualidade esteja fora dos limites considerados aceitaveis.
VIDAS

O controlo de qualidade deste aparelho vem incluido na embalagem Vidas de cada
teste. Controlo esse que € realizado na abertura de cada nova embalagem para
verificar a auséncia de alterac6es dos reagentes e cada calibracdo deve ser também
verificada utilizando este controlo.

A calibracao é realizada na rececao de cada novo lote e todos os 14 dias.

MINICAP

Neste aparelho é feito um controlo de qualidade todos os dias, este controlo tem
apenas um nivel, o nivel médio.

SYSMEX XT 180i

O controlo de qualidade neste aparelho é feito diariamente, alternando os dias com
trés niveis de controlo: um baixo, um médio e um alto. O controlo de qualidade externo
é feito 3 vezes por ano.

SYSMEX CA 500

Neste equipamento o controlo é feito todos os dias, com amostras do dia anterior,
exceto a segunda-feira, em que é efetuado um controlo de qualidade comprado ao
fornecedor, consiste em dois niveis, um alto e um baixo e é feito alternadamente a
cada semana. O controlo de qualidade externo é feito uma vez por ano.

ADAMS A1C HA8160

O controlo de qualidade interno é feito todos os dias com controlo de qualidade
comprado ao fornecedor, estes controlos tém dois niveis, um alto e um baixo, e sédo
feitos alternadamente. O controlo de qualidade externo é feito uma vez por ano.
VESMATIC 30/30 PLUS

Neste aparelho utiliza-se um controlo interno do fornecedor, que é realizado todos os
dias, apresenta dois niveis, um normal e outro patoldgico, esses dois niveis sdo
efetuados em simultaneo todos os dias. O controlo de qualidade externo é feito uma
vez por ano.

HB GOLD

No aparelho da eletroforese de hemoglobinas ndo se realiza controlo de qualidade

interno, é apenas feito um controlo de qualidade externo uma vez por ano.
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A Avaliacdo Externa da Qualidade € constituida por um organismo exterior que

procede a avaliacdo da qualidade dos resultados fornecidos pelo laboratorio. Neste
laboratério usa-se o AEFA (Associagdo Espanhola de Farmacéuticos Analistas), que €

realizado mensalmente na maioria das determinacdes.

CRITERIOS DE VALIDACAO TECNICA

A validacdo técnica consiste em validar a execucdo técnica, os reagentes, 0S
equipamentos e as amostras. Os resultados, apds a calibracdo, a verificacdo da
calibracdo e a validacdo do controlo de qualidade séo validados um a um. Se algum
resultado levantar davidas ou se se incluir em critérios de exclusdo pré-definidos,
como por exemplo, uma discrepancia com valores anteriores ou fora de limites

definidos pelo laboratério, este € sujeito a confirmacao.
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CONCLUSAO

A realizacdo deste estagio foi uma experiéncia enriquecedora, pois permitiu-me
aprofundar os conhecimentos adquiridos nas areas de Bioquimica, Imunologia e
Hematologia e posso afirmar que atingi os objetivos.

As principais atividades profissionais consistiram em:

- Realizacdo de colheitas e restantes atividades da fase pré-analitica;

- Testar e controlar os métodos usados na execucao das andlises;

- Colaborar na qualidade técnica e instrumental,

- Providenciar a boa manutencdo dos equipamentos;

- Executar as analises Bioquimicas, Imunolégicas e Hematoldgicas;

- Efetuar a validacao técnica dos resultados.

Assim, estou convicta de que este estagio me trar4 bons frutos ao longo do meu

percurso profissional.

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 106



FACULDADE DE FARMACIA
LABORATORIO NOVA ERA

BIBLIOGRAFIA

1. Apontamentos das aulas de Integracdo Profissional — Licenciatura em Analises
Clinicas e Saude Publica;

2. Apontamentos das aulas de Bioquimica — Mestrado em Andlises Clinicas e
Licenciatura em Analises Clinicas e Saude Publica;

3. Apontamentos das aulas de Imunologia - Mestrado em Andlises Clinicas e
Licenciatura em Analises Clinicas e Saude Publica;

4. Apontamentos das aulas de Hematologia - Mestrado em Analises Clinicas e
Licenciatura em Analises Clinicas e Saude Publica;

5. Bulas Fornecidas pelo Laboratério Nova Era dos equipamentos de Bioquimica,
Imunologia e Hematologia;

6. Diagnosticos Clinicos e Tratamento por Métodos Laboratoriais, 192 Edicédo -
Henry, John B. — Brasil, Manole, 1999;

7. Dicionéario Escolar do Corpo Humano - Burnie, David - Circulo de Leitores,
1996;

8. Guia Prético Climepsi de Andlises clinicas - Caquet, René — Lisboa, Climepsi
Editores, 2004;

9. Guia Prético Climepsi de Imunologia Geral - Letonturier, Philippe — Lisboa,
Climepsi Editores, 2004;

10. Imunologia Celular e Molecular — Abbas, Abul K.; Lichtman, A. H.; Pober, J.S. —
Brasil, Revinter, 2003;

11. Manuais dos aparelhos de Bioquimica, Imunologia e Hematologia;

12. Manual de colheitas do Laboratério Nova Era;

13. Manual de Técnicas do Laboratério Nova Era;

14. Tietz Fundamentos de Quimica Clinica, 43. Edi¢do - Burtis, Carl A.; Ashwood,
Edward R. - Brasil, Guanabara Koogan, 1998;

15. Widmann Interpretacéo clinica dos exames laboratoriais, 11° Edicdo - Sacher,
Ronald A.; Mc Pherson, Richard — Brasil, Manole, 2002;

WEBGRAFIA
16. http://www.psiqweb.med.br/gloss/dica.htm;
17. http://www.priberam.pt/dlpo/definir_resultados.aspx;

18. http:/iwww.pt.wikipedia.org/wiki/anticoagulante;

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 107



FACULDADE DE FARMACIA
LABORATORIO NOVA ERA

19. http://iwww.mdsaude.com/2009/08/exame-de-urina.html#ixzz1hv9yHxre;

20. http://www2.dbd.puc-rio.br/pergamum/tesesabertas/0212144 06_cap_02.pdf;

21. http://www.sergiofranco.com.br/bioinforme/index.asp?cs=Bioquimica&ps=eletro
foreseProteinasSericas;

22. http://lwww.gendiag.com.br/nossos_produtos/pesquisa/RVR-CO100;

23. http://pt.wikipedia.org/wiki/Hematologia,;

Mestrado em Analises Clinica Diana Delgado 108





